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(54) CELL RESPIRATORY ACTIVITY EVALUATION 
METHOD AND ITB DEVICE 

(57) Abstract 

PROBLEM TO BE SOLVED: To provide a cetl 
respiratory activity evaluation method and Its 
device capable of evaluating metabolic activities 
such as respiratory activity or photosynthetic 
activity in a sample solution including a biosample 
such as a ceil, by measuring a local oxygen 
concentration change near the sample solution. 

SOLUTION: The. samplB solution A is set in a 
capillary tubs 1, and an oxygen permeable film 2 la 
arranged on an capillary tube opening, and the tube 
is dipped in a measuring solution B. A 
micro-electrode 6 Is Installed near the capillary 
tube opening, and a reference electrode 7 and a 
counter electrode 8 corresponding to the 
micro-deotrode 6 are arranged. The micro-electrode 
S la used as a worWnfl electrode, and potential 
control and current detection are executed between 
the reference electrode 7 and the counter electrode 
8. The micro-volume sample solution A Is prepared, 
and three-dimensional position control of the 



capillary tube 1 is executed, and the oxygen 
concentration In the sample Is selectively evaluated 
by a reduction current 
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(54) METHOD AND APPARATUS FOR NONINVASIVE 
QUALITY EVALUATION OF MAMMAL EMBRYO 



microscope is provided w'rth a mlcroeledrode 1 which is 
instated on a microstaflB 15, an electrode positioning 
c , ^ device 1B, a very small currant measuring dsvics 8, a 

(57) Abstract temperature controller 10 end a culture gas-phase 

PROBLEM TO BE SOLVED: To provide e method and an { °** aen ' ** b) CDnba " er ' 

apparatus, for ttiB nonlrtvasive quality evaluation of a COPYRIGHT: (C)2002,JPO 
mammal embryo, wharain the shape of thB mammal 
embryo is observed, the oxygen consumption as an index 
at the metabolic activliy of the mammal embryo le 
measured and the viability and the normality of each 
mammal embryo can be grasped at an ashy stags and 



SOLUTION: In order to perform Uib noninvasive quality 
evaluation of the mammal embryo, the noninvasive quality 
evaluation apparatus is provided with (a) a microscope 
which observes the shape of a single mammal embryo, 
(b) an electrochemical microscope which measures the 
oxygen consumption of the single mammal embryo, (c) a 
measuring solution 3 which conforms fa a culture 
solution, (d) a means In which a change In an oxygen 
concentration near the single embryo la quantrtativBly 
determined with high spatial resolution by using (a), 
(b) and (o), (e) a means in which the relationship 
between the size of thB mammal embryo created in 
advance by (d) and the oxygen consumption as well as 
the later generation result of the mammal embryo are 
added up and (f) a means in which ttie normality of the 
mammal embryo Is Judged by (e). ThB electrochemical 
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(57) Abstract 

The invention relates to a method Tor monitoring 
metabolic activity of cells In liquid media, to an appropriate 
vessel and to a device far Implementing soid method. The 
Invention alms at enhancing measuring accuracy and reducing 
the cdsis Involved In monitoring oxygen consumption end 
metabolic activity in culture cells. To this end, oxygen 
concentration Is optically determined with the aid or sensor 
membranes In n liquid medium locoted In partially oxygen 
permeable vessels. The measured oxygen concentrations 
In the vessels containing culture cells In o liquid medium 
nrc compared with the measured oxygen concentration In a 
vessel containing only such n liquid medium without cells 
and/or with an oxygen concentration calculated using the 
measured vnluc3 or other parameters. 

(57) Zusammcnfnssung 

Die Erfindung bctrlfft eln Vcrrohren zur Oberwnchung 
der Stofrwechselnktivillll von Zellen In flussigcn Median, eln 
geclgnetcs Gefass und eine Vomchtung zur Durdifuhrung 

ties Verfahrcns. Mil der crfindungsgemassen Lfisung soilen die Messgcnnufgkcll erhBht und die erforderlichen Kostcn ft!r die 
Oberwnchung des SauerslofTverbrauches und dnmlt derStofrwechselaktivltiit kultlvlerter Zellen verringcrt werden konncn. HlerTOr wird die 
Snuerstoffkonzcntnulan opUsch mil Sensomiembmncn in elnem flussigcn Medium, das in leilwelse iLr Soucrstoff durchlBsslEen GefDsscn 
oufgenommen 1st, bestimmt. Dabei werden die gemessenen Sauerstorlkanzemrotianen, die in GefHssen, die kultlvlerte Zellen in einem 
flUssigen Medium enthollen, mil elncr gemessenen SaucrstoFrkonzentnition, In elnem Gefass, in dam ledigllch ein solches IWssigcs Medium, 
rttn ondcrer Pnrametcr berechneten Saucntorfkonzentnitlon einem Werteverglelch 




ohnc Zellen enthollen 1st untl/oder elner mil \ 
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Verfahren, Gef a£ ' und Vorrichttmg zur Dberwaclmng 
der Stoffwechselafctivitat von Zellkulturen 
in flusBigen Medien 

D Die Erf indung hetrif ft ein Verf ahren zur uherwachung 

der Stoffwechselaktivitat von Zellen in flussigen 
Medien, ein hierfibr beaonders geeignetes GefaS und 
entsprechende Vorrichtung zur Durcnfuhrung dea Ver- 
f ahxens . 

L5 

In den Gefafien sind zu kultivierende Zellen sowie ein 
fluaaiges Medium enthalten, wobei es sich bei letzte- 
rem, urn eine herkommlich gegebenenfalla der verwende- 
ten Zellen entsprechende Nahrloaung handelt. Die er- 
20 findungsgemafie Loaung kann fta die verschiedensten 

Zellen und die vers chiedena ten Untersuchungen, ins- 
besondere im pharmakalogischen Bereich eingeaetzt 
werden, wobei die Stof fwechselaktivitat der Zellen 
■iiber einen langeren Zeibraura beobachtet werden kann. 
25 Es kanrrz.B. eine Wirkungsuberwachung bei Cytotoxizi- 

tats- und BiokompatibilitatBtests durchgefuhrt wer- 
den, ■ Oder die Optimierung der Kultuxbedingungen fur 
die Produktian von Biomolekulen. 

"30 Die Hauptnahratoffquelle fur Zellkulturen ist libli- 

cherweise Glukose, die durch aerobe Glukolyse zu Lak- 
tat oder oxidativ unter Sauerstof fverbrauch und Koh- 
lendioxid-Bildung umgewandelf werden kann. Dabei wir- 
ken sich viele Einflusae der Physiologie einer Zelle 
35 in ihrer Stof fwechselaktivitat aua, so daE auch der 
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Sauerstof fverbrauch entsprechend schwanken kann. Aus- 
gehend vom Zusammenhang Stof f wechselaktivitat der 
Zellen in bezug zum Sauerstof fverbrauch und z.B. dem 
Glukose, L-Glutamin Verbrauch Oder der Erzeugung von 
5 Laktat kann aus deren Kenntnia auf den Zustand der 

uberwachten Zellen und demzufolge auf den Einflufi der 
jeweiligen Kulturbedingungen geschlossen werden. 

Auf dieaen Erkenntnissen aufbauend iat von Lisa Ran- 
10 ders-Eichharn u.a. in "Noninvasive Oxygen Measure- 

ments and Mass Transfer Cosiderations in 'Tissue Cul- 
ture Flasks" , verof fentlicht in Biotechnology and 
Bioengineering, Vol. 51, Seiten 46S bis 47B beschrie- 
ben worden, wie der Sauerstof fverbrauch von in T-Fla- 
15 schen kultivierten Zellen durch optische Messong bs- 

stimmt werden -kann. Dort wird vorgeschlagen, Fluores- 
zenzindikatoren enthaltende Sensormembranen unmittel- 
bar auf dem Flaschenboden und im Gasraum aberbalb der 
Nahrlosung in einer eolchen T-Flasche anzuordnen. Bel 
20 der Sauerstof fkonzentrationsmessung rait solchen Sen- 

sormembranen wird das bekannte physikalische Phanomen 
der Fluoreszenzloechung bekannter Fluoreszensf arb- 
stoffe, wie z.B. Ruthenium (II) -Komplexe, infolge von 
Sauerstof feinflufi auagenutzt, wobei aich die jeweili- 
25 ge FluoreBzenzintenaitat, bei konstanter Anregung 

entsprechend der SauerBtof fkonzentration bzw. deB 
Sauerstof fpartialdruckes verandert. Zur Bestimmung 
der Sauerstof fkonzentration kann die jeweilige Fluo- 
reszenzintensitat unmittelbar aber auch die Fluores- 
3 0 zenzlebenadauer gemeasen werden und anhand einer be- 

kannten Kalibration die Sauerstof fkonzentration be- 
stimmt werden. 



35 



Die in diesem Dokument beschriebene Mefianordnung , 
inabesondere die Anardnung der Sensormerabran auf dem 
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Boden der T-Flaschen und die vemachlassigte Bestim- 
mung einiger wichtiger Elnf lufigrofien, eignet Bich 
nicht dazu, iiber den Sauerstof fverbrauch auf die 
Stof fwechselaktivitat der kultivierten Zellen zu 
5 schlieSen. 

Der Eintrag von Sauerstof f in die NahrlSsung erf olgt 
zura grofiten Teil iiber' die Grenzflache der Nahrlosung 
zum Gasraum, hier also zum Gasraum in der T-Flasche 
und der Verbrauch erfolgt durch. die auf dem Boden der 
T-Flasche befindlichen Zellen. Die maximal mogliche 
Sauerstof fkonzentration, die in der Nahrlosung er- 
reicbt werden kann, ist die Sauerstof f sat tigungskon- 
zentration C sat (in mg/1) , die nach der Gleichung 

C sat =([p-7 P w (T)]/ Pc >tT)%2 

vora Geaamtgaadruck p (in mbar] , der relativen Feuchte 
7 (in Werten von 0 bis 1, wobel 1 einem Wert von 
20 100 % und 0 einem von 0% entapricht) , dem Wasser- 

dampfpartialdruck p w (T) (in mbar) in Abhangiglceit von 
der Temperatur T, dem Molenbruch des Sauera toffs X 02 
im Gasraura der T-Plasche,e dem Bun sen' scben Absorp- 
tionskoeff izienten di(T) (in mg/1) in Abhangigkeit von 
25 der Temperatur T und dem Normaldruck Po = 1013 mbar 

abhangt. Dabei iat vorauagesetzt, dafi der Gasraum und 
die Nahrloaiing die gleiche Temperatur besitzen und 
der Gasraum mit atmospharischer Luft, deren chemische 
ZusammenBetzung hinlanglich bekannt ist, gefullt wur- 
30 de. Diese Voraussetzungen aind iiblicherweise in Brut- 

Bchranken, in denen Zellen kultiviert werden, gege- 
ben. Dieae Sauerstof fait tigungskonzentration stellfc 
sich direkt unterhalb der Oberflache in der Hahrlo- 
aung ein. Von dort wird der Sauerstof f durch unter- 
35 schiedliche Effekte, wie Diffusion und/ader Kanvek- 



10 
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tion zu den am Boden bef indlichen Zellen transpor- 
tiert. Zwei Grofien aind in einem solchen System ma£- 
gebend. Zum einen ist dieses die Verbrauchsrate k„., 
mit der der Sauerstof f durch die Zellen verbraucht 
5 wird und zum anderen die Transportrate kj,, mat der 

der Sauerstof f zu den Zellen transportiert wird. Bei- 
'de Grofien zusammen oind verantwortlich dafur, dafi von 
der Oberflache der Nahrlosung zum Boden mit Zellen 
ein Sauers toff gradient entsteht.- Ist nun die Ver- 
io brauchsrate geringfiigig kleiner oder gleich grofi wie 
die Transportrate , so wird mit der Sauerstof fmembran 
am Boden unterhalb der Zellen eine Sauerstof fkonzen-' 
tration vom Wert Mull bestimmt. Die Zellen leiden in 
diesem Fall aber nicht an einer Sauerstof fversorgung, 
15- da nach genugend Sauerstaff zu den Zellen transpor- 
tiert wird, dieser aber nicht mehr zur Sensormembran 
unterhalb der Zellen gelangt und entsprecbend auch 
nicht mehr gemessen werden kann. Wenn die Verbrauchs- 
rate weiter ansteigt, z.B. durch Vermehren der Zel- 
20 len, uxid die Verbrauchsrate grofier wird als die 

Transportrate, so kann 'dieses mit der Sauerstof fmem- 
bran am Boden unterhalb der Zellen auch nicht mehr 
beobachtet werden. Weiterhin ist die Sauerstof fsatti- 
gungskonzentration neben der Verbrauchs- und Trans- . 
25 portrate in Abhangigkeit vom Gesamtgasdruck, der 

Feuchte, der Temperatur und dem Molenbruch des Sauer- 
stof f bzw. dem Sauerstof fpartialdruck im Gasraum der 
T-Flasche eine Behr wichtige Grfifie. Eine Anderung 
verursacht eine Anderung des Sauerstof fgradienten und 
3 0 damit eine Anderung der Sauerstof fkonzentration an 

einer beliebigen Stelle zwischen den Zellen und der 
Oberflache der Nahrlosung. Da die Parameter Gesamt-' 
druck, Feuchte und Temperatur in der genannten Doku- 
mentation nicht bestimmt oder kontrolliert wurden, 
35 ist nicht auszuschliefien, dafi durch Schwankungen in 
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diesen Farametern die MeEergebnisse verfalacht wur- 
den. 

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, Moglichkeiten 
5 varzugeben, mit der die Oberwachung dee Saueratoff- 

verbrauchea und damit die Stof fwecheelaktivitat kul- 
tivierter Zellen kostengiinstig und mit erhohter Ge- 
nauigkeit erreicht werden kaim. 

10 Erfindungagemafi wird diese Aufgabe mit den Merkmalen 

■ des Ansprucha 1 fibr ein Verf ahxen und den Merkmalen 
des. Anapruchs 11 fur ein geelgnetea Gef a£ gelost . 
Vorteilhaf fce AuBgeBtalcungsf c-rmen und Weiterbildungen 
der Erfindung, ergeben sich mit den in den unterge- 

15 ordneten Anspruchen genannten Merkmalen. 

Die erf indungsgemiLEe Loaung geht nunmehr davon aus, 
da£ Zellen in GefaJSan unter Verwendung einea fliisai- 
gen Mediuma, wcbei es sich hier in der Regel um eine 
20 enteprechende Nahrloaung handelt, kultiviert werden 

und deren Stof fwechaelaktivitat uber die Messung der 
Sauerstoff konzentration, an einem Ort im fliissigen 
Medium zwischen den Sauerstoff verbrauchenden Zellen 
und dem fur den Saueretof feintrag in das fliissige 
25 Medium maEgebenden Teil, hier die Oberflache der 

Nahrlfisung, erfolgt. Dabei wird die Sauerstof f satti- 
gungskonzentration im flussigen Medium anhand von 
Vergleichsmeasungen in einem Zellkulturgefafi ohne 
Zellen und/oder uber die Bestimmung der Parameter 
3D Druck, Feuchte, Temperatur und bei bekannter und kon- 

stanter chemischer ZUBammensetzung des umgebenden 
Gasraumes, hier die Molenbruche der Gaakomponenten 
bzw. deren Partialdrucke in atmospharischer Luft be- 
stimmt . Aus dem Vergleich zwischen dsr- Sauerstof f sat- 
35 tigungBkonzentratian alB Sollwert und der Saueratoff- 
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konzentration an einer Stelle des SauerBtof f gradien- 
ten im Gefafi rait den kultivierten Zellen als Istwert 
wird der auf den Saueratof fverbrauch und darait auf 
die Stoffwechselaktivitat der Zellen geachlosBen. 

5 

Fur die ITberwachung konnen hierbei, im Gegensatz zum 
Stand der Technlk, ohne weiteres Gefafie verwendet 
werden, die uber eine Offnung verfugen, bo da£ die 
Oberf lache des flusBigen Mediums von der umgebenden 

10 Atmosphare beeinflufit werden kann. Eine solche off- 

nung kann in bestimmten Fallen aber auch rait einer 
zuraindeat fur Sausratoff permeablen Membran abgedeckt 
bzw. abgeschlossen sein, so daJS beiapielBweise ein 
Eindringen unerwunBchter Keime verhindert werden 

15 kann. 



Die Sauers toff konzentration wird, bevorzugt optiBch 
mit einer hierfur geeigneten Sensormembran gemessen, 
deren optiache Eigenschaf ten sich in Abhangigkeit von 
•der jeweiligen Saueratof f konzentration verandern. Eb 
sollte sich also in einem entsprechenden Gefafi, zu- 
mindest eine geeignete Sensormembran befinden, die so 
angeordnet ist, dafi sie oberhalb der auf dem GefaEbo- 
den kultivierten Zellkulturen, jedoch unterhalb der 
Oberf lache des f lussigen Mediums angeordnet ist . 

Verbrauchen die auf dem GefaEboden kultivierten Zel- 
len SauerBtoff, wird sich entsprechend die Sauer- 
Btof fkonzentration im fliissigen Medium verringern .und 
die tatsachlich mit der Sensormembran gemessene Sau- 
eratof f konzentration wird durch den Saueratof fver- 
brauch infolge Stoffwechselaktivitat und der Sauer- 
Btoff menge, die infolge des aufgetretenen Saueratof f- ' 
konzentrat ions gradient en wieder in das flussige Medi- 
um hinein gelangt, bestimmt. 
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Da die Gesetzmafiigkeiten fur die Sattigungskonzentra- 
tion van Saueratoff in flussige Medien relativ genau 
bekannt sind, beeteht die Moglichkeit, bei Beriick- 
sichtigung hekannter Parameter, hier insbesondere der 
enteprechenden Temperatux, Druck und Feuchte die ent- 
sprechende Sauerstof fsattigungskonzentration in einem 
flueaigen Medium zu berechnen, so dafi dieser berech- 
nete Sauerstoffkonzentrationswert einem Wertever- 
gleich mit der tatsachlich gemessenen Sauerstoffkon- 
zentration fur die Bewertung des Sauerstof fkonsums 
bzw. der Stof fwechselaktivitat der Zellkulturen un- 
terzogen werden kann. 

Es beateht aber auch die Moglichkeit, eine Rerferenz- 
messung durchzufuhren, wobei ein zweites Gefafi ver- 
wendet wird, in dem lediglich ein Nahrmedium , das 
bezuglich der Sauerstof feindif fusions ei gens chaf ten 
mit den verwendeten Nahrlosungen vollig identiach 
ist, verwendet wird. In einem solchen Ref eranzgef aS 
ist wiederum, bevarzugt an gleicher Stelle eine ent- 
sprechende Sensormembran angeordnet, mit der die un- 
beeinflufite SauerBtoffkonzentration gemessen werden 
kann. Auch die ao gemessene Ref erenz sauerstof f konzen- 
tration kann mit der durch St of fwechselaktivitat be- 
einfluEten Sauerstof fkonzentration einem entsprechen- 
den Wert eve rgleich unterzogen werden, urn die Stoff- 
wechselaktivitat der kultivierten Zellen zu beurtei- 
len. 

Selbstverstandlicb kann ein solcher Wertevergleich 
auch gemeinsam fur die berechnete Sauerstof fkonzen- 
tration und das Sauerstof f konzentrationsmeEsignal im 
ReferenzgefsLE mit der unter von kultivierten Zellen 
maderierten Stoffwechael gemessenen Sauerstof fkonzen- 
tration gleichzeitig durchgefuhrt werden. 



2D 
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Die Aua'sagekraft bei der Bewertung der Stoffwechael- 
aktivitat von kultivierten Zellen kann auEerdem er- 
hoht werden, wenn zuaatzlich Sensarmembranen in den 
Gefafien und diese hier wiederum so angeordnet werden, 
wie die sauerstof f senaitiven Membrane, die eine 
Oxidoreductase auf einer sauerstof f sensitiven Membran 
'enthalten und mit denen die Sauerstof fkonzentrat ions - 
anderung durch Subs t rat urns ah z dea Enzyme gemesaen 
werden kann. 

Gunatigerweiae aollten dieae beiden verachiedenen 
Sensormembranen im zumindeBt nahezu gleichen Abstand 
von den Zellkulturen innerbalb dea flusaigen Mediums 
angeordnet sein. Zur Ermittlung der Konzentration des 
OxidoreductaseBubatrats und damit der Stof f wecheel- 
aktivitat werden die Floreszenzaignale der Sauer- 
stof f membran und der zweiten Sauerstof f membran, die 
mit der zuaatzllchen Membran belegt ist, verglichen. 
Dabei kann ea notwendig sein, das Signal der eriaten 
Sensormembran von dem Signal der zweiten Sensormem- 
bran abzuziehen, urn so die Senaorantwort auf den en- 
zymatiBchen Versuch des Sauerstoff s zu erhalten und 
damit die Substratkanzentration zu bestimmen. Dabei 
kann auch die Einfuhrung eines Faktors vorteilhaft 
sein, durch den die unterschiedlichen Saueratoff- 
transportverhaltnisse an den. beiden Sensormembranen 
berucksichtigt aind. Es kann auEerdem auch notwendig 
sein, zur AuBwertung des Signals dea enzymatischen 
Sensors je nach Sauerstof f konzentration in der Losung 
verschiedene Kalibrationskurven zu verwenden, da Sau- 
erstoff ein Cosubstrat der enzymatischen Reaktion 
ist. In jedem Pall kann durch eine Bestimmung der 
Enzymaktivitat die Stof fwechselaktivitat der Zellen 
im weiteren unabhangig vom Sauerstof fverbrauch der 
kultivierten Zellen bestimmt werden. 



"WO 00/44876 



PCT/DEO0/O0D71 



3 

Da sich die Stof fwechselaktivitat der kultivierten 
Zellen relativ langaam uber grafiere Zeitraume veran- 
dert, genugt ee, die jeweiligen Konzentrationen in 
grofieren Zeitabstanden, beispielsweiae in Intervallen 
von mehreren Minuten zu messen, um rait ausreichender 
Genauigkeit, die Stof fwechselaktivitat der jeweiligen 
Zellkulturen zu uberwachen, was zur Folge hat, daE 
Bich der erf orderliche Aufwand fur einen geeigneten 
MeSaufbau durch einen moglichen Mulitplexbetrieb ver- 
ringern laEt. 

Da die Konzentration vorteilhaft optisch gemessen 
werden soil, iat es erf orderlich, Gefafie zu verwen- 
den, die zumindeat in bestimmten Bereichen optisch 
transparent aind, bo dafi die entsprechende Licht in- 
tensity sande rung, beispielsweiBe mit Lichtwellenlei- 
tern (Glasfasern) und einetn geeigneten optischen Sen- 
sor gemessen werden kann. Dabei muG ein solcher 
Lichfcwellenleiter nicht unmittelbarer Bestandteil 
eines verwendeten GefaEes oder mit dieaem unmittelbar 
verbunden Be in, sondern er kann so angeordnet und 
auagerichtet sein, dafi er lediglich mit seiner Aper- 
tur den Bereich oder Telle einer Senaormembran erfaa- 
sen kann. Mefiort und MeEgefaS konnen demzufolge ohne 
weiteres ortlich voneinander getrennt sein. 

Ea besteht weiterhin die Moglichkeit, wie bereits mit 
der Moglichkeit der multiplexen Mesaung angedeutet, 
mehrere GefaEe, in denen gleiche oder verschiedene 
Zellen kultiviert werden, gemeinsam zu uberwachen, 
wobei diese jeweils einzeln nacheinander durch ent- 
sprechende Schaltung zumindeat einee Multiplexers 
berucksichtigt werden konnen. Es kann daher eine qua- 
si ortsauf gelds te Mesaung von Konzentrationen durch- 
gefuhrt werden. Es konnen z.B. Senaormembranen ver- 
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wendet werden, die sauerstoffkonzen-trationaabhangig 
ihxe Absorptions- bzw. Ref lexionaeigenachaf ten 
andern. Es besteht aber auch. die Moglichkeit, aufbau- 
end auf bekannten Ldsungen, das Phanomen der Fluorea- 
5 zenzldschung auazunutzen und Sensormembranen zu ver- 

wenden, in denen bekannte Fluoreszenzf arbstoff e ent- 
halfcen aind, die in der Lage sind, bei Anregung mit 
Licht bestimmter wellenlangen zu fluoreszieren, wobei 
die Wellenlange dea Aoregungsli dates und die Wellen- 
10 lange deB Fluoreszenzlichtes unterschiedlich sind. 

Im letztgenannten Fall kann die Konzentration einmal 
durch direkte Messung der jeweiligen Fluoregzenzin- 
tensitat gemessen werden. GunBtiger ist es aber, die 
IS Fluoreazenzlebensdauer zu bestimmen, da in die a em 

Fall die Alterung und demzufolge auch das bekannte 
Ausbleichverhalten die MeEgenauigkeit nicht beein- 
f lufit . 

20 Die sauerstof f sensitiven Sensormembranen konnen mit- 

tels verschiedenster Techniken auch nachtraglich in, 
fur die erf indungagemafie Losung -verwendbare GefaEe 
eingebracht werden. Solche Sensormembranen konnen 
durch Dispensieren, Spruhen, Tauchen oder auch Kleben 

25 lokal gezielt aufgebracht werden. Geeignete Anbrin- 

gungaorte in solchen Gefafien sind z.B. die Gefafiln- 
nenwand in einem beatimmfcen Abatand vom GefaEboden 
und beaonders geeignet aind uber die Gef aEbodenf lache 
hinausragende podeatartige Elemente, auf deren oberer 

30 Stirnf lache eine entsprechende Sensormembran auBge- 

bildet bzw. aufgebracht werden kann. In diesem Fall 
sind zumindeat die podestartigen Elemente aua einem 
fur die relevanten Wellenlangen transparenten Materi- 
al gebildet, so dafi daa entsprechende Monitoring von 

35 unten durch den Gefafiboden erfolgen kann. Die ubrigen 



WO 00/44876 



FCTVDE00/00Q71 



11 

Gef afibestandteile miiBBen dann nicht zwingend aus ei- 
netn transparenten Material bestehen. 



In einem erf indungsgemafi verwendbaren Gefafi konnen in 
5 einem Abstand voneinander zwei solcher podestartigen 

Eleraente angeordnet sein, auf denen einmal eine aua- 
'schliefilich sauerstoff sensitive Sensormembran aufge- 
bracht ist und zum anderen eine solche, die rait einer 
enzymatischen Oxidase beschichteten Membran gegenilber 
10 dem flussigen Medium abgeschlassene Zusatzmembran 

ausgebildet iat, aufgebracht sein kann. 



. Besanders guns tig iet es, wenn beiBpielaweise eine 
grofiere Anzahl von Proben gleichzeitig uberwacht war- 
den soil, ein erf indungsgemafies GefaE, analog zu den 
bekannten Mikrowellplatten auazubilden, bei dem in 
einer solchen Mikxowellplatte eine grofiere Anzahl von 
Aufnahmeraumen (Kavitaten) fur die zu kultiviexenden 
Zellen mit dem fliissigen Medium in mehreren Reihen 
nebeneinander angeordnet aind. Eine bo ausgebildete 
Mikrowellplatte kann dann beispielsweise in einem 
Brutschrank zur Zellkultivierung untergebracbt sein, 
wabei das Anragungslicht und das Pluoreazenzlicht 
uber Lichtwellenleiter von einer geeigneten Licht- 
quelle auf die SeiiEormembranen und das Fluoreszenz- 
licht von den Sensormembranen zu einem geeigneten 
optischen Sensor gefuhrt werden kann. Dabei bestebt 
die Moglichkeit, dafi sawohl das Anregungslicht , wie 
auch das Fluoreszenzlicbt durch einen einzigen Licht- 
wellenleiter gefuhrt wird. Selbstverstandlich kann 
auch eine entsprechende Lichtfuhrung fur die beiden 
verschiedenen Idchtarten in zwei gesonderten Licht- 
wellenleitern durchgefuhrt werden. Die Lichtwellen- 
leiter mussen hierfur lediglich so fixiert und paai- 
tioniert werden, dafi ihre Aperturen eijie optimale 
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Fluoreszenzanregnng und eine nahezu vollstandige Er- 
fassung des Fluoreszenzlichtea sichem. Dabei konnen 
zur Fixierung und Positionierung der Lichtwellenlei- 
ter gesonderte Halteplatten verwendet werden, die 
entaprechend der erf indungsgemafi zu verwendenden Ge- 
fafie dimensioniert und ausgerichtet werden, bo dafi 
die Lichtwellenleiter in bezug zu den Sensormembranen 
angeordnet und ausgerichtet sind. Dieae Auafuhrung 
bietet sich insbesondere fur mikrowellplattenf ormig 
auagebildete Gefafie an. Gunstigerweise ist eine Kavi- 
tat (Well) einea Bolchen mikrowellplattenf ormigen 
Elementes fur die bereits einganga erwahnte Referenz- 
messung, d.h. lediglich mit flussigem Medium, aber 
ohne Zellkultuxen befiillt, verwendbar. 

Die Auafuhrungsfoxm fiir erfindungagemaE ausgebildete 
und verwendbare mikrowellplattenformige Elernente oder 
auch andere geeignete GefaEe kfinnen entsprechend der 
ublichen Laborstandards. auagebildet aein, so da£ sie 
auch in herkommlicher Form mit den verachiedenen be- 
karmten Laborgeraten benutzt werden konnen . 

Die ortsauf geloste Meaaung verachiedener Proben kann 
aber nicht nur mit den den einzelnen Senaormembranen 
zugeordneten Lichtwellenleitern erfolgen, sandern ea 
beateht aufierdem die Moglichkeit eine Endoakopie- 
anordnung zu verwenden , uber die daa mit ihr erfafite 
Abbild einer grofieren Anzahl von Senaormembranen auf 
beispielaweise eine CCD-Kamera gerichtet werden kann, 
so dafi eine zeitgleiche ortsauf geloste Meaaung der 
verschiedenen Sauerstof f konzentrationen moglich wird. 

Nachf olgend soil die Erf indung beispielbaf t naher 
beschrieben werden. 
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Dabei zeigen: 

Figur 1 eine schetnatische Darstellung eines Bei- 
spiels eines GefaEes fur die Uberwachung 
5 Stoffwechselaktivitat van kultivierten 

Zellen in flussigen Medien rait Sensormem- 
branen und Lichtwellenleiter; 

Figur 2 ein Diagramm mit dem schematise!! die Sauer- 
10 Btoffkonzentration im flussigen Medium vam 

Baden, auf dem aich die kultivierten Zellen 
befinden, des Gefafies bis zur Oberflache 
des Mediums, das im Gefafi enthalten ist, 
unter drei verachiedenen Bedingungen, wie- 
15 dergegeben ist; 

Figur 3 schematische Daratellungan van ppdestarti- 
gen Elementen mit sauerstof f sensitiven Mem- 
branen und alternativ einer zusatzlichen 
20 Oxidoreductase/Membran; 

Figur 4 achematisch eine Moglichkeit fur einen op- 
tiBchen Mefiaufbau zur Fluareszenzsignal- 
Erzeugung und Detektion an einer Vorrioh- 
25 tung gemaE Figur 1; 

Figur 5 eine schematische Darstellung eines weite- 
ren Beiapiels eineB Gefafies mit sauerstoff- 
permeabler Abdeckung zur Uberwachung der 
30 Stoffwechaelaktitat von kultivierten Zellen 

in flussigen Medien; 

Figur G ein Diagramm mit dem die Sauerstof fkonzen- 
tration im flussigen Medium vom Boden, auf 
35 d ^ni eich die kultivierten Zellen befinden, 
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einea mit einer sauerstoff durchlassigen 
Membran abgedeckten Gefafies, unter drei 
verschiedenen Bedingungen, his zur Oberfla- 
che eines fliissigen Mediums, und welter bis 
5 zur Umgebung in der das Gef aS enthalten 

iat, wiedergegeben ist; 

Figux 7 eine schematiache Darstellung eines in ei- 
nem Br-utanhxank aufgenommenen Gefafies, ge- 
10 mafi Figur 1; 



Figur B ein Multigefafi in Verbindung mit einer Hal- 
teplatte fur Lichtwellenleiter, die an eine 
Vorrichtung gemafi Figur 4 angeachlassen 
sind; 

Figur B eine schematische Darstellung fur eine Mul- 
tiplexerfasBung mehrerer Proben; 

Figur 10 ein Beispiel einer erf indungsgemafien Vor- 
richtung, bei der eine Multiwellplatte mit- 
tela einer abbildenden, z.B. Endoskapiea- 
nordnung, Optik uberwacht wird; 

Figur 11 den optiachen Teil einer Vorrichtung gemaS 
Figur 10 zur Fluores a enz signal Erzeugung 
und Detektion; 



Figur 12 ein Beispiel eines optiachen Systems zur 
Fluore a z enz signal Erzeugung und Detektion 
an einer Multiwellplatte zur gleichzeitigen 
Uberwachung mehrerer Zellkulturen. 



35 



In der Figur 1 ist eine schematische Darstellung ei- 
nes Beispiels einea Gefafies 1 fur die Uberwachung der 
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Stoff wechselaktivitat van Zellkulturen in flussigen 
Medien 2 gezeigt . 

DaB hier dargestellte GefaE 1 ist uberwiegend zylin- 
derformig ausgebildet hat eine optisch transparente 
Bodenplatte und ist an seiner oberseite offen und 
demzufolge dort auch fiir Sauerstoff transparent ins 
flussiges Medium 2 durchlassig. Daa flussige Medium 2 
ist mit einer bestimmten Fullhohe P H befullt , in dem 
die Zellen kultiviert werden konnen. Am Boden des 
GefaEes 1 aind bei diesem Beiapiel zwei padestaxtige 
Elemente 5, aus einem optisch transparent en Material 
ausgebildet, deren obere Stirnf lachen in einetn be- 
Btimmten Abstand H von der Bodenflache des Gefafies 1 
angeordnet sind. Dabei ist B generell kleiner als F H 

Auf der Stirnflache des linken podestartigen Elements 
5 ist eine Sensormembran 3 fiir die ausschlieSliche 
Measung der Sauerstof fkonzentration im flussigen Me- 
dium 2 ausgebildet . 

Auf der Stirnflache des rechten podestartigen Ele- 
ments 5 ist auf eine sauerstof f sensitive Sensormem- 
bran 3' zusatzlich eine Oxidoreductase Membran *4 aus- 
gebildet. 

Unterhalh deB GefaEes 1 sind jeweils fiir eine der 
Sensormembranen 3 und 3' Lichtwellenleiter S, mit de- 
ren auf die Sensormembranen 3 ausgerichteten Licht- 
strahlen {gestrichelt dargestellt) angeordnet. Durch 
die Lichtwellenleiter 6 kann Licht zur Fluoreszenz- 
anregung eines in den Sensormembranen 3 und 3' ent- 
haltenen f luoreszierenden Farbstoffes auf die Sensor- 
membranen 3 und 3' gerichtet werdeii. Gegenlaufig kann 
das Fluoreszenzlicht der Sensormembranen 3 und 3' 
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durch die Lichtwellenleiter 6 aufgefangen werden. 

In der Figur 2 iat in einem Diagramm die Sauerstoff- 
konzentration itn fltissigen Medium 2 tnit am Boden be- 
5 findenden kultivierten Zellen, ausgehend vom Boden 

eines Gefafies 1 bie zur Oberflache des fliissigen Me- 
diums 2, unter drei verschiedenen Bedingungen, im 
Gefafi 1 dargestellt. Die unterste Kurve zeigt den 
Verlauf bei hohem Sauerstof fkonBum der kultivierten 
10 Zellen au£ dem Boden und die obersta Kurve bei gerin- 

gem Sauerstof f . 

Dem Diagramm iat deutlich zv. entnehmen, dafi mit einer ■ 
oberhalb des GefaBbodens angeordneten Sensormembran 3 
15 wesentlich hohere Werte einer Sauerstof fkanzentration 

im flusaigen Medium gemessen werden konnen, wohinge- 
gEn die Sauerstof fkanzentration am Boden einee Gef a- 
Sea 1 gegen null strebt. Dies ist durch den Sauer- 
stof fkonsum der kultivierten Zellen bedingt, Es wird 

20 bo deutlich, dafi eine Messung am Boden in unmitt el- 

barer Nahe zu den Zellen nicht sinnvall 1st. Aufierdem 
gibt dieses Diagramm den Sachverhalt wieder, dafi bei 
einem Sauerstof fverbrauch der kultivierten Zellen mit 
einer Sensormembran oberhalb des Bodena eine Nachfuh- 

25 rung von Sauerstof f in das flussige Medium 2 uber 

deren Oberflache bis zu den Zellen hin erfaSt werden 
kann. Eb wird so deutlich, dafi eine Sauerstof f messung 
nur sinnvoll an einer Position zwiBchen den kulti- 
vierten Zellen und den Orten, an denen der Sauerstof f 

3 0 in das flussige Medium 2 gelangt, 1st. 

In der Figur 3 ist schematisch die Ausbildung podest- 
artiger Elemente 5 dargestellt, wobei die linke Dar- 
stellung ein podestartigEs Element 5 zeigt, das aus- 
35 schliefilich mit einer sauerstof fsensitiven Membran 3 
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versehen ist . Das podestartige Element 5 ist hier 
kegelBtutnpfformig auagebildet und hesteht aus einem 
transparenten und fur Sauerstoff zumindest nahezu 
undurchlassigem Material, mit dem errelcht- -werden 
kann, dafi das Mefiergebnie nlcht durch uber das Mate- 
rial eindringenden Sauerstoff verfalscht wird. 

Analog hierzu ist auch das. in Figur 3 recnts darge- 
stellte podestartige Element 5 auagebildet, wobei 
lediglich uber der sauerstoff sens it iven Membran 3 ' 
eine zusatzliche Oxidoreductase-Membran 4 vorhanden 
ist. 



SelbBtverstandlich sind die Membranen 3, 3' und 4 
nicht, wis hier dargestellt, oberhalb, sondern unmit- 
telbar auf den podestartigen Eleraenten 5 ausgebildet. 
Dabei uberdeckt die Oxidoreductase-Membran 4 die sau- 
erstoff sensitive Membran 3'. 

In der Figur 4 ist schematised ein optischer Aufbau 
dargestellt, mit dem uber einen Lichtwellenleiter 6 
das Licht einer Lichtguelle 20 auf eine, hier nicht 
dargestellte, sauerstoff sensitive Membran 3 in einem 
Gefafi 1 bzw. einer Kavitat 7, 7' gerichtet werden 
kann. Die Lichtguelle 20 strahlt bevorzugt nahezu 
monochromatischeB Licht einer f lucres zenzanregenden 
Lichtwellenlange uber eine entsprechende Linse 27, 
gegebenenfalls einen Filter 21, der im wesentlichen 
Licht mit der Anregungslichtwellenlange durchlafit auf 
einen dichroidischen Strahlteiler 22. Das Licht- wird 
von dort uber eine Linse 23 in den Lichtwellenleiter 
S einkoppelt. Selbstverstandlich konnen auch andere 
bekannte Einkoppeloptiken fur Lichtwellenleiter 6 
Verwendung finden. Es kann auch eine multispektrale 
Lichtguelle "in Verbindung mit einem geeigneten Filter 
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verwendet werden, wobei ausschliefilich der Filter die 
Monochramatisierung bewirkt . 

Das Fluoreszenzlicht gelangt dann gegenlaufig zum 
5 Anregungslicht durch den Lichtwellenleiter S uber die 

Linae 23, einen Strahlteiler 22, durch einen entspre- 
chend wellenlangenselektierten Filter 24, der nur 
Fluroreszenzlicht passieren la£t, gegebenenf alls uber 
eine weitere Linse 25'auf einen optischen Detektor 
10 26, mat dem die Intensitat des Flunreszenzlichtes , in 

Abhanglgkeit von der jeweiligen Sauerstof fkanzentra- 
tion gemessen werden kann. 

Das in der Figur 5 dargeatellte Gefafi 1, entspricht 
15 in wesentlichen Punkten, dem bereits in Figur 1 dar- 

gestellten und entsprechend beschriebenen Gefafi. 

Es ist lediglich mifc einer Abdeckung 2B veraehen, die 
zwar fur Sauerstof f durchlaBsig ist, jedoch Kontarni- 
20 nationen verhindert und demzufolge die Sterilitat 

sichert. AuEerdem kann mit einer solchen Abdeckung 2B 
das Austrocknen "des Gefafies 1 verhindert werden. 



In Figur 5 ist aufierdem erkennbar, dafi sich der Fu.ll- 
25 stand F H unterhalb der Gefafihahe G H befindet. G H gibt 

gleichzeitig den Aba t and der Abdeckung 28 des Gefafies 
1 vom Boden wieder. 

Durch die Abdeckung 28 wird der Sauerstof f gradient 
30 beeinflufit. 



Dieser Sachverhalt ist in dem Diagramm, gemafi Figur S 
wiedergegeben und es wird deutlich gemacht, daE die 
Sauerstof fkonzentration zwischen Fiillstandshohe F H 
35 und Gefafihohe G H ebenfalls einen bestimmten Sauer- 
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stoffkonzentrationBgradienten, der durch die Abdek- 
kung 28 hervorgerufen wird, bei Sauerstof fverbrauch 
durch scoff wechselaktivitat unterliegt . 

Bei dem in Figur 7 gezeigten Beispiel ist ein GefaS 1 
nach Figur 1 bzw. 5 in einern typischen Brutschrank 9 
aufgenomraen worden, in dem bekanntermafien besonders 
optimale Bedingungen fiir die Zellkultivierung einge- 
halten werden konnen. Unter optimalen Bedingungen 
wird allgemein eine Temperatur von ca. 37 D C, eine 
relative Luf tf euchtigkeit von 100 % bei normalem at- 
mospharen Druck und einem Sauerstof fpartialdruck im 
Gasraum, der der Umgebungsluf t entspricht, verstan- 
den. Die Lichtwellenleiter G fur die beiden Sensor - 
menibranen 3 konnen aus dem Brutschrank 9 herausge- 
fiihrt werden, so da£ eine lokale Trennung von Mefiort 
und MeEwerterf assung erreicht werden' kann. In dieser 
Figur ist auBerdem eine Gaszufuhr 10 fiir den Brut- 
schrank 9 dargeBtellt, durch die beispielsweise atrao- 
spharische Luft mit entsprechendem konstantem Sauer- 
stof fgehalt nachgefiihrt werden kann. Brutschranke der 
beschriebenen Art werden standardgemafi zur Kultivie- 
rung von Zellen eingesetzt. 

In der Figur B ist ein Beispiel fiir ein erfindungs- 
gemafi zu verwendendes GefaB 1' dargestellt, das als 
Multiwellplatte, wie diese sehr haufig zur Kultivie- 
rung von Zellen mit einer Mehrzahl van Kavitaten 7, 
7' ausgebildet ist. In den Kavitaten 7, 7' sind je- 
weils wieder zwei Sensormerabranen 3 und 3 ' , wobei 
jeweils die Sensarmembran 3' zusatzlich rait einer 
Oxidareductase-Membran 4 versehen ist, analog zum 
GefaE 1, wie es in Figur 1 beschrieben und gezeigt 
worden ist , angeordnet und ausgebildet . 
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Eine solche Multiwellplatte l' kann wiederum in einem 
Brutachrank 9 auf genoramen werden und die Zellkulturen 
in den Kavitaten 7 entsprechend Jcultiviert werden. Im 
Brutachrank 9 kann unterhalb der Multiwellplatte 1' 
5 eine Halteplatte B angeardnet werden, mit der die 

Lichtwellenleiter S f ixiert und paaitioniert- werden 
' konnen. Dabei Bind die Lichtwellenleiter 6 an der 
Halteplatte B entsprechend der itaordnung der Sensor - 
membranen 3 und 3' in den Kavitaten 7 und 7' dea Ge- 

10 fafies 1' gehalten. Die Halteplatte B kann dann itn 

Brutachrank 9 in einem aolchen Abstand zur Multiwell- 
platte 1' und hier inabesondere zu deesen Bodenflache 
angeordnet warden, dafi die LichtBtrahlen aus den 
Lichtwellenleitern G den gesamten Flachenbereich der 

15 jeweiligen, ihnen zugeordneten Sensormembranen 3 und 

3' erfaasen konnen. Die Verwendung der Halteplatte B 
erlaubt einen fiir die Zellkultivierung ungeatorten 
Betrieb. Im Brutschrank werden die Zellen keiner wei- 
teren Behandlung unterzogen. Zu aolchen Zwecken wird 

20 die Multiwellplatte 1' aus dem Brutachrank und damit 

aus der Halterung 8 entnommen. AuEerhalb dea Brut- 
schrankes kann dann die Behandlung der Zellkulturen 
im ublichen Sinne, wie z.B. WechBel des flilasigen 
Mediums 2 oder Beobachtung der Zellen mit einem Mi- 

25 kroakop, ohne Binschrankung erfolgen. 

Zumindest eine Kavitat 7' einer aolchen Multiwell- 
platte l» kann fiir die bereits erklarte Referenzmes- 
aung verwendet werden, indem dieae Kavitat 7' ohne 
30 Zellen nur mit flussigem Medium 2 befullt wird. 

In der Daretellung nach Figur 9 ist schematisch ein 
optischer Multiplexbetrieb, mit dem neben der aeit- 
auch eine ortsauf geloste Meaaung mehrerer Proben, die 
35 in verschiedenen Gefafien 1 bzw. Kavitaten 7 und 7' 
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enthalten aind, moglich ist, gezeigt. Figur 9 zeigt 
damit einen komplexen Aufbau zur Durchfuhrung des er- 
f indungsgemafien Verf ahrens . 

5 Eine Anordnung aua Lichtquelle 20, Detektor 26, Lin- 

sen 23, 25, 27, Filtern 21, 24 und Strahlteilera 22, 
wie in Figur 4 dargestellt, ist in einer Sende- und 
Mefieinheit 13 aufierhalb einea Brutschrankes 9 ange- 
' ordnet. Dae Anregungslicht wird aus dieser Sende- und 

10 Mefieinheib 13 uber einen einzigen Lichtwellenleiter 

12 in einen optischen Multiplexer 11, an dem weltere 
Lichtwellenleiter 6 angeschlasBen sind, -gefuhrt. Der 
optische Multiplexer 11 fuhrt das Fluor e s z en z anre- 
gungalicht aeguentiell durch die einzelnen Lichtwel- 

15 lenleiter S zur Fluareszenzanregung zu den -verschie- 

denen Sensormembranen 3 und 3' . 

Das Fluoreszenzlicht der verschiedenen Sensormembra- 
nen 3 "und 3 ' gelangt wieder fiber die Lichtwellenlei- 

20 ter 5 zum optischen Multiplexer ll und wird von die- 

sem wiederum Beguentiell , den jeweiligen Mefiorten, 
also den jeweiligen Sensormembranen 3 und 3' entspre- 
chend dem jeweiligen Probengefafi 7 bzw. 7' uber den 
Lichtwellenleiter 12 auf einen optischen Detektor, 

25 der in der Einheit 13 enthalten ist, gerichtet. Die 

so ermittelten Signale konnen entBprechend orte- und 
zeitauf gelost, zur Bestimmung der jeweiligen Sauer- 
stof fkonzentration und der Oxidoreductaae-Substrat- 
konzentration genutzt werden. 

30 

Von der Einheit 13 gelangen die erfaSten Mefiwerte zu - 
einer Auswerte- und Steuereinheit 14, hier ein Perso- 
nalcomputer, mit dem die Auswertung der erfafiten MeE- 
singnale und dabei insbesondere , der im allgemeinen 
35 Teil der Beschreibung bezeichnete Wertevergleich 
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durch Measung am Ref erenzgef aE 7' durchgefuhrt werden 
kann. Mit der Auswerte- und Steuereinheit 14 konnen 
aber auch die Sende- und Mefieinheit 13 Bowie der op- 
tische Multiplexer 11 gesteuert werden. 

5 

AuEerdem sind im Inneren des Brutschrankes 9 Sensoren 
IS fur die Erfaesung von Temperatur, relativer Feuch- 
tigkeit, dem Gaadruck und gegebenenf alls der chemi- 
schen Zusammensetzung mit jeweiligem Partialdruck der 

10 beteiligten Gaae der GasatmoBphare angeordnet. Die 

von den Sensoren 15 erf aEten Mefiwerte werden wiederum 
iiber eine gesonderte Leitung IS in die Sende- und 
MeEeinheit 13 und von dort in die Auswerte- und Steu- 
ereinheit 14 geleitet, so daE damit der im allgemei- 

15 nen Teil der Beachreibung bezeichnete Wertevergleich 

durchgefuhrt werden kann. Ea beateht aber auch die 
Maglichkeit, die Leitung IS unmittelbar vera den Sen- 
soren IS zur Auswerte- und Steuereinheit 14 zu fuh- 
ren. Anhand der Senaordaten kann, wie im allgemeinen 

20 Teil der Beschreibung dargestellt, die Saueratof f sat- 

tigungskonzentration im Ref erenzgef aE 7' berechnet 
werden und damit der Werteausgleich erfalgen. 

In der Figur 10 ist ein Beispiel zur gleichzeitigen- 
25 Uberwachung mehrerer Proben, die in einer Mehrzahl 

von Kavitaten 7 und 7' einer Multiwellplatte 1' ent- 
halten sind, wiedergegeben. Dabei ist unterhalb der 
Multiwellplatte 1' eine fokuasierende Linse 17 ange- 
ordnet, mit der zumindest der Teil der Multiwellplat- 
30 te 1' auf dem die Membranen 3 und 3' angeordnet sind, 

einmal mit Anregungslicht bestrahlt und zum anderen, 
das jeweilige FluorEszenzsignal als Abbildungen in 
ein hier als Lichtwellenleiterbilndel G ' verwendeten 
Lichtleit systems einkoppelijar ist, abgebildet und 
35 weitergeleitet werden kann. 
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Die Fluoreszenz signal Anregung und Detektion an den 
Membranen 3 und 3' in den Kavitaten 7 und 7' kann 
dann beispielhaf t, wis in Figur 11 gezeigt, erfalgen. 
Hierzu wird wieder Licht einer Lichtquelle 20, uber 
eine Linse 27, einen Filter 21 und eine Einkoppelap- 
tik 23 in mindeatens einem Teil des Lichtwellenlei- 
terbxlndels 6' eingekoppelt und auf die Membranen 3 
und 3', die wie bereitB mehrfach beschrieben, auf po- 
destartigen Elementen 5 in den Kavit&ten 7 und 7' 
angeordnet sind, gerichtet, wobei durch den Filter 21 
nur Licht aus der Lichtquelle 20 einer ilucreszenz- 
anregenden Wellenlange genutzt wird. 

Das Fluoreazenzlicht der verschiedenen Membranen 3 
und 3' gelangt wieder, wie hier schematiach darge- 
atellt, aue dem anderen Teil des Lichtleiterbiindels 
6' uber zwei Linsen 23, 25 und einen entsprechend 
geeigneten Filter 24 auf einen optischen Detektor 
25', der hier eine fur eine artsauf geloste Mesaung 
geeignete Kamera ist. Damit kann wieder ortsaufgelost 
das Fluoreszenzaignal der einzelnen Membranen 3 und 
3' der Kavitaten 7 und 7' erfafit werden 

In der Figur 12 ist ein weiteres Beispiel eines opti- 
schen Aufbaus fur eine gleichzeitige ffberwachung ver- 
achiedener Proben, die in mehreren Kavitaten 7 und 7' 
einer Multiwellplatte 1' aufgenommen sind, darge- 
stellt. 

Dabei wird wieder Licht einer Lichtquelle 20 uber 
einen Filter 21 zur Fluoreszenzanregung auf die ver- 
schiedenen sauerstof f aensitiven Membranen 3 und 3' 
durch. den Boden des GefaEes 1' , der zumindest im Be- 
reich der podestartigen Elemente 5 transparent ausge- 
bildet ist, gerichtet. Zur Strahlf ormung und Strahl- 
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fuhrung werden wieder verschiedene Linsen 27 und 29 
sowie ein dichroidiBcher Strah.ltei.ler 22 verwendet. 

Das Fluoreszenzlicbt der verscbiedenen Membranen 3 
5 und 3' gelangt uber die Linse 29 duxch den dichroidi- 

schen Strahlteiler 22 und gegebenenf alia einen geeig- 
neten Filter 24 auf einen aptischen Detektor 26', der 
bier wiederum eine fur eine ortsauf geloate Meeeung 
geeignete Kamera 26' sein kann. Die .Sibildung des 
10 Fluoreszenzlichtes kann mittels einer zusatzlicben 

Linse 25 auf die Kamera 2G' erfolgen. 



20 
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Patentanspruche 

5 

1. Verfahren zur Uberwachung der Stof f wechselakti- 
vitat van in flussigen Medien kultivierten Zel- 
len, wobei diese in fur den Stoff transport von 
Saueratoff in das fluasige Medium (2) teilweiae 

10 * durchlassigen GefaGen (1, 7) aufgenommen Bind, 

bei dem die Sauerstof fkonzentration optisch rait. 
Sensormembranen (3) im fliissigen Medium (2) zwi- 
schen den kultivierten Zellen und dem fur den 
- Sauerstof f transport in das flusaige Medium (2) 

15 . maEgebend durchlassigen Teil des Gefafies -gemes- 

aen wird; 

und die im flussigen Medium (2) gemeBBene Sauer- 
stof fkonzentrat ion tnit einem in einem nur mit 
flus Bigem Medium qhne Zellen befullten Ver- 
20 gleichsgefaE (7') gemessenen Konzentrationswert 

und/oder tnittels einer mit Mefiwerten anderer 
Parameter berechneten Sauerstoff konzentration 
einem Wertevergleich unterzogen. werden. 

25 2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Temperatur des flussigen Mediums (2) im 
GefaE {l, 7) und/oder einem Vergleichsgefafi (7') 
bestimmt wird und die relative Feuchtigkeit und 

30 der Druck aufierhalb der GefaEe (1, 7, 7') gemes- 

sen und mit den jeweiligen Mefiwerten eine dem 
entsprechende SauerBtof fkonzentration berechnet 
wird. 

35 3. Verf ahr en nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, daE die Temperatur des 
flussigen Mediums (2) direkt ■ in den Gef afien (1, 
7, 7') gemesaen wird. 
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Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, dag indirekt liber die 
UmgebungBtemperatur die Temperatur in den Gefa- 
Eee [1,7, 7') gemessen wird. 

Verfahren nach Anspruch L oder 2 , 

dadurch gekennzeichnet, dafi bei variabler chemi- 

scher Zuaaitimenaetzung der Umgebungsatmosphare 

der Gefafie (1, 7, 7'), deren Zusammensetzung mit 

den jeweiligen Stof fkonzentrationen bestimmt 

wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche l his 5, 
dadurch gekennzeichnet , dafi mit einem zweiten 
mit einer geeigneten Oxidoreductase (4) be- 
echichteten Sauerstof f -Sensormembran (3') in ei- 
ner Position zwischen dEn kultivierten Zellen 
und den fur den SauerBtoff transport tnafigebend 
durchlassigen Teil des Gefafies im fliissigen Me- 
dium (2) die Konzentration des SubBtrateB der 
Oxidoreductase im fliisBigen Medium (2) beBtimrat 
wird. 

Verfahren nach Anspruch B, ■ 

dadurch gekennzeichnet, dafi die mit der ersten 
(3} und zweiten (3') Sauerstoff sensor-Membran in 
einem Gefafi (1/ 7, 7') gemesaenen Sauerstof fkon- 
zentrationen, zur Bestimmung der Oxidoreductaee- 
Subatratkonzentration miteinander in Beziehung 
geaetzt werden. 

Verfahren nach einem der Anapriiche 1 bia 7, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Stof fwechselak- 
tivitat der kultivierten Zellen uber eine zeit- 
aufgeloBte Messung der Sauerstof f konzentration 
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rait dem daraus bestimmten Sauerstoffverbrauch 
der kultivierten Zellen und/oder der Oxidoreduc- 
taee-Substratkonzentrationsanderung uberwacht 
wird. 

5 

9 . "Verf ahxen nach einem der Rnspruche 1 bis 8 , 

dadurch gekennseichnet, dafi an den Sensormambra- 
nen (3, 3') die Fluoreszenzintensitat oder Fluo- 
reszenzabklingzeit eines in den Sensormembranen 
10 (3) enthaltenen fiuoreszierenden Stoffes, bei 

dem eine der Sauerstof fkonzentration entepre- 
chende Fluoreszenzloschung zu verzeichnen ist, 
gemessen wird. 

15 10. Verfahren nach. einem der Anspruche 1 bis 9, 

dadurch. gekennzeicbnet , dafi die Sauerstof fkon- 
zentration in flussigen Medien (2) mehrerer Ge- 
fifie (1, 7, 7') ortsaufgelost gemessen wird. 

20 11. GefaS zur Uberwachung der Staff wechaelaktivitat 

von kultivierten Zellen in flussigen "Medien, das 
zumindest teilweise aus einem optisch transpa- 
renten Material besteht und teilweise fur den 
Sauerstoff transport durchlassig ist und in dem 

25 mindestene eine Sensormembran zur optischen Mes- 

sung der- Sauerstof fkonzentration im flussigen 
Medium angeordnet ist, dadurch gekennzeichnet , 
dafi mindestens eine Sensormembran (3) oder (3'-) 
im Inneren des Gefafies (1, 7, 7') zwischen den 

30 kultivierten Zellen' und den fur den Sauerstof f- 

tranaport mafigebend durchlassigen Teil des Ge- 
fafies im flussigen Medium (2) angeordnet ist. 
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Gefafi nach .Anspruch 11, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Sensormembranen (3, 3' 4) an dex Innen- 
wandung und/oder auf am Gefafiboden angeordneterij 
zumindest teilweise transparent en, padestartigen 
Elementen (5) aufgehracht sind. 

Gefafi nach Anspruch 11 ader 12, 

dadurch gekennzeichnet , dafi die 6ffnung des/der 
Gefafie(s) (1, 7, 7') tnit einer sauerstof fperme- 
ablen Memhran abgedeckt ist/aind. 

Gefafi nach einem der Anspriiche 11 bis 13 , 
dadurch gekennzeichnet, dafi mehrere Gefafie (7, 
7') in Form einer Multiwellplatte (!') ausgebil- 
det sind. 



15 . Vorrichtung zur Eurchfuhrung des Verf ahrens nach 
einem der Anspruche 1 bis 10, 

20 dadurch gekennzeichnet, 

dafi uber mindestens einen ersten Llchtwellenlei- 
ter ( G) Licht einer nahesu monochromatischen 
Liehtquelle oder mit einem optischen Filter (21) 
entsprechend beeinf lufites Licht einer Lichtquel- 

25 le (20) mit einer' Fluoreszenz anregegenden VJel- 

lenlange auf die Sensormembranen (3, 3') ge~ 
richtet ist. 

IS. Vorrichtung nach Anspruch 15, 
30 dadurch gekennzeichnet, dafi Fluoreszenzlicht 

uber den ersten oder einen zuaatzlichen zweiten 
Lichtwellenleiter (6) (uber einen optischen Fil- 
ter (24) ) auf einen optischen Detektor (2G) ge- 
■ richtet iat. 
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Vorrichtung nach Anapruch 15 oder 16, 
dadurch gekennzeichnet, dafi den ersten und/oder 
zweiten, unterschiedlichen Sensormembranen zu- 
•geoxdnete Lichtwellenleiter (6) mit einem opti- 
schen Multiplexer (11} verbunden sind und der 
Multiplexer (11) mit einer nahezu monochramati- 
schen Lichtquelle oder uber einen Filter (21) 
mit einer Lichtquelle (20) und einem optischen 
Detektor (26) verbunden iet. 

Vorrichtung nach einem der Anspruche 15 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Lichtwellenlei- 
ter (6) mittels einer Halteplatte (B ) in bezug 
zu den Sensormembranen (3, 3') in den GefaEen 
(1, 7, 7') positioniert sind. 

Vorrichtung nach Anspruch 15, 

dadurch gekennzeichnet, daE uber einen abbilden- 
den Lichtwellenleiter (6'), ahnliche Lichtfuh- 
rungasystemen ader optiscben Elementen (20, 21, 
22, 23 27, 29) Licht einer nahezu monochromati- 
echen Lichtquelle oder mit einem optiachen Fil- 
ter (21) entsprechend beeinflufites Licht einer 
Lichtquelle (2 0) mit einer Fluoreszenz anregen- 
den Wellenlange auf die Sensormembran (3 , 3 ' ) 
gerichtet ist. 

Vorrichtung nach Anapruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, daE die Sensormem- 
bran(en) (3, 3') mitteis eines abbildenden 
Lichtleitera (6'), ahnlicher Licht fuhrungasyste - 
me oder aptische Elemente (22, 24, 25, 29) be- 
trachtet und deren Abbildungen auf einer linea- 
ren oder f lachenhaf ten Anordnung von lichtetnp- 
findlichen Detektoren (26') gerichtet sind. 
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21. Vorrichtung nach einem der JRnspruche 15 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet , daS ein oder mehrere 
Gefafie (1, 7, 7') in einem Brutschrank (9) auf- 
genommen sind. 

22. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet , daS in unmittelbarer 
Hahe zu den GefaBen (1, 7, T) °der im Brut- 
schrank 0) Sensoren (15) zur Beetimmung der 
Temperatur, der relativen Feuchtigkeit und des 
Druckes der Gasatmosphare vorhanden sind. 
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(57) Abstract 

The Invention relates to a microsensor For determining 
the concentration of a primary substrate by measuring the 
concentration or a secondary substrate. The microsensor 
comprises a transducer (I) for measuring the secondary 
substrate. The transducer (1) is surrounded by a first casing 
(S), which has an opening (9) with a barrier (iO). The 
first casing (8) surrounds o second casing (11), also with 
an opening (12) with a barrier (13). In the first casing 
(8) between the barrier (10) in the Erst casing (B) and the 
barrier (13) in the second casing (11), a reaction space 
(15) is formed. In the reliction space (15) an environment 
with catalytic components is contained. By measuring the 
concentration of the secondary substrate, the presence of 
the primary substrate can be determined. In a preferred 
embodiment the microsensor is intended for measuring the 
presence af methane by using an oxygen microclectrode as 
a transducer. The primary substrate in this embodiment is 
methane, while the secondary substrate is oxygen. 
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MICROSENSOR AND USE OF SUCH MICROSENSOR 



INTRODOCTION TO THE DESCRIPTION 

5 

The present invention relates to a microsensor far measuring the concentration of a 
primary substrate in the surrounding environment which can be a fluid, a gas or a ma- 
trix, which microsensor comprises a first casing with an opening, which opening is in 
contact with a first barrier and a reaction space which borders on the first barrier, in 
10 which reaction space a catalytic material is located, a material intended to catalyse a 
conversion of the primary substrate with the concomitant conversion of a secondary 
substrate, and which microsensor furthermore comprises a transducer for the: secon- 
dary substrate, which transducer is located at a distance from the first barrier. 

15 Different types of biosensors for measuring the concentration and partial pressures of 
different primary substrates are known. J. Chem. Tech. Biotechnol. 44, 85-106 (1989) 
describes different methods and different sensors. However, the sensors described 
have various disadvantages. For measuring the concentration of the primary substrate, 
for instance methane, in an environment, it is necessary thai the secondary substrate, 

20 for instance oxygen, is present in the environment in which the primary substrate is to 
he measured. Consequently, if the concentration of the secondary substrate is un- 
known or zero, it is not possible to measure the concentration of the primary substrate. 
Furthermore, it has been shown that in sensors depending on several substrates which 
are initially added to the reaction space, these substrates can be depleted or degraded. 

25 Finally, the sensors described are not miniaturised, which leads Id extensive diffusive 
distances and response times, and in-situ measurements is difficult 

European Journal of Applied Microbiology and Biotechnology 10, 235-243 (1980) 
describes a biosensor, comprising a first vessel containing a microbiological fluid in 
30 which measurements are to be made and a second vessel containing an electrolyte and 
cathodes and an anode submerged in the electrolyte. Between the first and the second 



WO 97/19345 PCT/DK9fi/00488 

2 

vessel two Teflon® membranes Eire placed, between which agar with immobilised 
Clostridium butyricum is deposited. 

However, this sensor has several disadvantages. Measurements are very sensitive to 
5 whether sufficient stirring is established in the fluid, in which the measurements are to 
be made. Thus it is necessary to provide a constant stirring of the fluid. Furthermore, it 
is not possible to make in-situ measurements, as samples have to be taken for the 
measurement. Consequently, precise measurements overtime are difficult to make and 
so are measurements with high spatial resolution. The necessity of stirring and the 
10 sensor construction in general makes the sensor unsuited for measurements at the lo- 
cation in question, for instance a bio-gas reactor. 

Electroanalysis, 1 (1989) 305-309 describes a sensor type, comprising a silicon core, 
plated with silicon oxide on an outer and on an inner surface. The silicon core is fur- 
15 nished with gold electrodes and a chamber containing alginate. A gas permeable 
membrane is covering the gold electrodes and contains a reservoir containing immo- 
bilised bacteria. The gas permeable membrane makes a barrier between the chamber 
containing the alginate and the reservoir with the immobilised bacteria. 

20 Due to the physical design of this sensor and other macroscopic sensors that consume 
an analyte in the process of measuring with a one-dimensiona! direction of diffusion, 
the role of a diffusive boundary layer will be significant, making such sensors very 
sensitive to the degree of stirring and thus unsuited for in-situ measurements. The sen- 
sor described above needs both the primary substrate, which is to be measured, and the 
25 secondary substrate to be present in the environment. The nutrition in the alginate in 
the sensor will further limit the use of the sensor as the bacteria will die, and C0 2 , 
which is the primary substrate for this sensor, will be released by the bacteria, affect- 
ing the measurement when the bacteria die, as the nutrition in the alginate is depleted 
by the bacteria. 

30 

The purpose of the present invention is to produce a biosensor, which is miniaturised, 
improving the properties of the sensor and enabling continuous (on-line) measure- 
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rnents without a need to take out samples, which makes measurements with p high 
spatial resolution possible even in steep chemical gradients, and which is secured a 
constant supply of the secondary substrate for measuring the primary substrate in an 
environment. Thus the sensor is well suited for in-situ measurements. 



This is achieved with a sensor, which is characterised by that the microsensor cam- 
prises a second casing, that the second casing is furnished with an opening in contact 
with a second diffusion permeable barrier, that the second barrier is established at a 
distance from the first barrier so that the reaction space is formed in the first casing 
between the first barrier and the second barrier, and that the second casing constitutes 
a source of the secondary substrate. 

A sensor with these characteristics produces a sensor which is very precise and which 
without problems makes it possible in-situ to make very precise measurements and 
gradient measurements in the environment to be analysed, for instance a fluid, a ma- 
trix, or a gas, without the need for using for instance a pipette to take out samples. The 
second casing enables a constant supply of and measurement of a second substrate. 
Thus it is possible to make constant measurements of the primary substrate as men- 
tioned above. The measurement of the second substrate is made in a position between 
the opening of the first casing and a face of the barrier of the second casing, which 
faces the interior of the second casing. 

In experiments with the sensor according to the invention using methane as the pri- 
mary substrate, interference from other compounds such as acetate, sulphide and am- 
monia was investigated. The experiments showed that these compounds have a negli- 
gible effect as only very high concentrations of sulphide was shown to have an effect 

Interference from different pH values in the fluid wherein the measurements were 
made was practically zero and deviated only as a consequence of using different buff- 
ers and of the different physical properties of these buffers. Results showed an inter- 
ference of less than 4% between measurements at pH 7 and pH 10, respectively. 
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The temperature of the environment in which measurements are made -will influence 
the measurements to some extent Furthermore, the sensor cannot be used above the 
temperatures at which the chemical or biological components used in the reaction 
space will he inactivated. 

If the secondary substrate is oxygen, the transducer is preferably a Clark-type oxygen 
microsensor, but other types, such as fibre-optic oxygen microsensors, may also be 
used. The barriers, produced in the openings of the first and second casing, are pref- 
erably made in silicone rubber. Ion-permeable materials may also be used. Hereby the 
use of the sensor can be expanded to comprise not only gasses, but also ions and other 
polar compounds, if the catalytic material in the reaction space is replaced by another 
catalytic material, for instance a different bacterial culture, capable of metabolising 
these compounds. 

The measurements made with the sensor can be made in-situ and within a response 
time of below V* minute. Thus a certain presence for instance of methane in far in- 
stance a fluid can be measure within a short time and can be measured continuously 
over a given period of time. Among other things, the response time depends on the 
distance between the transducer and the opening of the first casing. 

The diffusive distance in the first casing from the opening of the first casing and in- 
wards in the first casing can be limited by producing a so-called back guard, which 
can be electrochemical or of another type. A back guard is preferably placed in the 
first casing and consumes that part of the primary and/or secondary substrate, which is 
not consumed in the reaction space. Thus, the maximal diffusive distance For the sub- 
strates from the opening and inwards in the first casing will be the distance from the 
opening of the first casing to the back guard. A back guard of this type can be electro- 
chemical, for instance a Clark-type element removing oxygen. Alternatively, ihe back 
guard functions by establishing a fixed concentration of the primary or secondary 
substrate. A back guard of this type can be for instance a gas phase, which inwards in 
the first casing replaces the aqueous medium, and which, due to its high capacity for 
assimilating gasses and high diffusivity of gasses, can provide a fixed background 
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concentration of the primary and/or the secondary substrate. In this case the back 
guard can be a so-called window, surrounding the transducer. 

Experiments have shown that the sensitivity to stirring is less than 2%. Thus, the sen- 
5 sor according to the invention has no need for stirring. Furthermore, it is possible to 
produce sensors with a signal, which is linear in the partial pressure range 0 - 1 arm. 
methane and sensors with a sensitivity of below 0.001 atm. methane. 

Alternatively, or as a supplement to the back guard, the microsensor according to the 
10 invention can be furnished with a so-called front guard. The purpose of the front guard 
is to establish a stable and controlled environment, for instance free of secondary sub- 
strate or other interfering compounds, around the opening of the First casing without 
preventing the diffusion of the primary substrate from the surrounding environment 
into the first casing. The front guard may be a third casing surrounding the first casing 
1 5 which has an opening with a barrier which is located at a distance from the first bar- 
rier, thus creating an additional space around the first casing. By placing for Instance a 
bacterial culture which consumes the secondary substrate, for instance oxygen, but 
which does not consume the primary substrate, for instance methane, in the third cas- 
ing, the secondary substrate, for instance oxygen, from the surrounding environment 
20 can he eliminated. However, the addition of a third casing will increase the physical 
dimensions of the sensor, which in turn increases the response time. 

The sensor according to the invention is primarily intended for the measurement of 
ethanol, methanol, ammonium and methane in microbial ecology, medicine, and in the 
25 control of industrial processes, including waste water treatment plants. Industries pro- 
ducing measuring equipment and industries producing organic compounds in fermen- 
tors are suited areas for the use of the sensor according to the invention. Furthermore, 
the sensor is well suited for use in bio-gas reactors and laboratories. 

DESCRIPTION OF THE DRAWING 

30 

In the following the invention will be described referring to the enclosed drawings, 
where 
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Fig. I is a section through a passible schematic embodiment of a microsen- 

sor according to the invention, 

Fig. 2 is a section through an alternative schematic embodiment of a micro- 

sensor according to the invention, 

Fig. 3A is a section through a schematic illustration of a microsensor accord- 

ing to the invention 

Fig. 3B-3G are schematic illustration of courses of concentrations of a primary 

substrate and a secondary substrate, 
Fig. A is a curve illustrating the signal of a transducer as a function of the 

concentration of a primary substrate in the form of methane under 

stirring and not stirring, respectively, while measuring in fluid, and 
Fig. 5 is a curve illustrating the degree of interference from acetate, sulphide, 

and ammonia when measuring in fluid containing 0 and 1 atm. partial 

pressure of methane, respectively. 



Fig. 1 illustrates an embodiment of the front part of a microsensor according to the 
invention. The microsensor comprises a transducer in the form of an oxygen micro- 
sensor 1, which in the shown embodiment is a Clark- type oxygen micraelectrode. The 

20 Clark-type oxygen micraelectrode includes a cathode 2. The cathode 2 has an exposed 
tip 4. The rest of the cathode is coated with a thin layer of electrically insulating ma- 
terial 3, preferably glass. The cathode 2 is enclosed in a tube 5. A tip 6 of the Clark- 
type oxygen microelectrode is mounted in a diffusion permeable barrier 7. A first 
casing 8, which in a preferred embodiment is made of glass, has an opening in the 

25 form of an orifice 9, which is in sealing contact with and encompassing a first barrier 
in the form of a first plug 10, which is made of silicone rubber. In the following, the 
first casing 8 will be referred to as the media casing. 

A second casing 11, which is also made of glass in a preferred embodiment, surrounds 
30 the Clark-type oxygen microelectrode 1 inside the first casing 8. The second casing 11 
has an opening in the form of an orifice 12, which is in sealing contact with and en- 
compassing a second barrier in the form of a second plug 13. The Clark-type oxygen 
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niicroelectrode I is mounted in the second plug 1 3, which in a preferred embodiment 
is made of silicone rubber. The tip 6 of the Clark-type oxygen microelectrode 1 is 
situated at a distance A from a face 14 of the first plug ] 0 in the orifice 9 of the first 
casing 8. In the following, the second casing 1 1 will be referred to as the gas casing. 

5 

Between the second plug 13 and the first plug 10, subsidiary the orifice 12 of the gas 
casing 11 and the orifice 9 of the media casing 8, is provided a reaction space 15. The 
reaction space 15 is meant to hold a medium in the form of a liquid containing a cata- 
lytic material. The catalytic material can be a certain bacterial culture for the oxidation 
10 of the primary substrate which is to he measured. In the present embodiment methane 
is the substance to be measured. However, it is possible to use the microsensor accord- 
ing to the invention to determine the concentration of other primary substrates in the 
surrounding environment, which environment can be fluids, matrixes and gasses. 



15 A space 16 between the Clark-type oxygen microelectrode 1 and the gas casing II 
contains a certain percentage, preferably an atmospheric percentage, Df oxygen 0 2 . 
The oxygen can diffuse from the space 16 into the reaction space 15 through the sec- 
ond plug 13. The reaction space 15 contains bacteria in a buffered nutrient medium 
and can be sucked in to the reaction space by applying vacuum at the upper end (not 

20 shown) of the microsensor. Methane present in the surrounding environment in a lo- 
cation 17 outside the media casing 8, and which is to be measured, can diffuse into the 
reaction space 1 5 through the first plug 10. 

In the reaction space 15 a reaction zone 18 will farm (see Fig. 3A). The reaction zone 
25 18 will form in the medium in the reaction space 15 and consists of bacteria cells that 
have multiplied. The reaction zone 18 extends as a disc with a circumference along an 
inner surface 19 of the media casing 8, along the media casing 8 and along a circum- 
ference of the media casing 8. The reaction zone 18 will form under the influence of 
equilibrium concentration gradients of oxygen and methane in the reaction space. The 
30 equilibrium gradients depend on the diffusional characteristics of the sensor compo- 
nents. 
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In a preferred embodiment the Up 6 of the oxygen microelectrode 1 has a diameter of 
3 pm to 250pm, preferably between 1pm and 100pm, most preferred between 1pm 
and 10pm. 

Fig. 2 illustrates an alternative embodiment of the microsensor according to the in- 
vention. In the alternative embodiment the microsensor according to the invention is 
furnished with a third casing 21 , which surrounds the first casing 8 in a similar fashion 
as the first casing 8 surrounds the second casing 1 1. The third casing 21 has an open- 
ing in the form of an orifice 22, which is in sealing contact with a third barrier in the 
form of a third plug 23 in a similar fashion as the orifice 9 of the first casing 8 is in 
sealing contact with the first plug 10. The third casing contains an electrochemical or 
biological hap for trapping for instance 0 2 and sulphide. The third casing constitutes a 
front guard. The microsensor is also furnished with a back guard 24 in the form of an 
electrode, which is placed betWEen the first casing 8 and the second casing 1 1 . 

Fig. 3A-3D illustrate measurements of methane concentrations using the sensor ac- 
cording to the invention. In Fig. 3A is shown a crude schematic illustration of the 
Clark-type oxygen microelectrode 1, the media casing 8, the first plug 10, the gas 
casing 11, and the second plug 13. The reaction space 15 is located between the first 
plug 10 and the second plug 13. 

A gradient of the concentration of of methane and a gradient for the concentra- 
tion C 02 of oxygen is illustrated in Fig, 3B-3D, For the purpose of illustration the con- 
centration gradients are shown to be linear, and the effect of differences in diffusion 
coefficients in the medium contained in the reaction space 15 and in the plugs 10, 13 
is thus not shown. 

Other curves for the concentration gradients, linear as well as non-linear, may occur. 
In the case illustrated here it is assumed that the bacteria in the reaction zone consume 
all oxygen and all methane in the reaction zone. However, cases where not all oxygen 
and/or not all methane is consumed may occur. The curves for their concentration 
gradients will be different in such cases. 
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The measurement of the secondary substrate takes place at the distance A from the 
lower face 14 of the first plug 1 0 in a plane Q, where the tip of the Clark-type oxygen 
roicroelectrode 1 is located. The measurement is a measurement of the concentration 
5 C 03 of oxygen in the plane Q. 

Fig. 3B shows a measurement with a relatively high concentration C CH ^ of methane in 
the location 17 in the surrounding environment outside the media capillary 8. The 
concentration is shown as partial pressure in the figure. The concentration of methane 

10 decreases from a concentration at the lower face 14 of the first plug 10 through the 
first plug 10 and through the reaction space 15 being reduced to zero percent in the 
reaction zone 18. For this concentration of methane at the location 17 in the surround- 
ing environment at the orifice 9 of the first casing 8. the reaction zone is located in a 
plane R as the ratio between the fluxes of methane and oxygen in this plane is the 

15 same as the ratio with which the two substrates participate in the methane oxidation 
reaction. 

A concentration C 01 of oxygen is shown as partial pressure in the figure, The concen- 
tration of oxygen decreases from a concentration in the gas casing 13 at the upper face 
20 20 of the second plug 13 through the second plug 13 and through the reaction space 15 
to zero percent in the reaction zone 1 8. 

Fig. 3C shows a measurement with a relatively low concentration C CH4 of methane in 
the location 17 in the surrounding environment outside the media casing 8. The con- 
25 centration of methane decreases from a concentration at the lower face 14 of the first 
plug 10 through the first plug 10 and through the reaction space 15 being reduced to 
zero percent in the reaction zone 18. At this concentration of methane at the location 
17 in the surrounding environment at the orifice 9 of the first casing 8, the reaction 
zone 1 8 is located at a plane S. 

30 

A concentration C 02 of oxygen is shown as partial pressure in the figure. The concen- 
tration of oxygen decreases from a concentration in the gas casing 1 1 at'the upper face 
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20 of the second plug 13 through the second plug 13 and through the reaction space 15 
to zero percent in the reaction zone 1 8. It can be seen that the reaction zone 18, -where 
the ratio of between the fluxes of methane and oxygen correspond to the ratio at -which 
they participate in the reaction, has moved closer to the first plug 10. As a conse- 
quence, the concentration of oxygen measured by the Clark-type oxygen microsensor 
has increased. 

Fig. 3D illustrates the same components as in Fig. 3B and 3C, but in Fig. 3D the 
measurement is done at the location 17 in a surrounding environment which does not 
contain methane. Consequently, only the concentration of oxygen is illustrated. The 
concentration C Q3 of oxygen decreases from a concentration in the gas casing 11 at the 
upper face 20 of the second plug 13, through the reaction space 15, and farther 
through the first plug 10 to zero percent at the lower face 14 of the first plug 1 0. In the 
case illustrated here, the concentration decreases linearly. As there is no methane in 
the surrounding environment at the location 17 outside the first casing 8, the bacteria 
in the reaction zone 18 will not be active and not consume any oxygen. It can be seen 
that the concentration of oxygen measured by the Clark-type oxygen microsensor has 
Increased further compared to in Fig. 3B and 3C. 

As mentioned, the measurement of the concentration C m of oxygen takes place in a 
plane perpendicular to the longitudinal direction L. In Fig. 3B a measurement corre- 
sponding to the arrow P B will be made, in Fig. 3C a measurement corresponding to the 
arrow P c will be made, while in Fig. 3D a measurement corresponding to the arrow P D 
will be made. By a calibration of the sensor according to the invention in external 
media with a known concentration of methane, the signal from the Clark-type oxygen 
microsensor can be translated into a measure of the concentration C cw of methane in 
the surrounding environment That, among other things, makes it possible to calibrate 
the microsensor. Fig. 3B and 3C show that the plane R, subsidiary S, in which the 
reaction zone is located will be dislocated when the concentration of methane C CH4 in 
the surrounding environment at the location 1 7 is changed. 
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Fig. 3E, Fig. 3F, and Fig. 3G illustrate the gradients of the concentrations of methane 
C CH „ and oxygen C Q2 in cases, where it is not possible for the reaction zone to move as 
a response to a change in the concentration of methane C CH4 . For the purpose of illus- 
tration the concentration gradients decrease linearly and the differences in diffusion 
coefficients in the medium in the reaction space 15 and in the plugs 10, 13 is thus not 
accounted for. 



Fig. 3E shows a measurement corresponding to a measurement as shown in Fig. 3B 
with a relatively high concentration C CH4 of methane in the surrounding environment 
10 at the location 17 outside the media casing 8 as in Fig. 3C. The concentration is shown 
as partial pressure in the figure. The relatively high concentration P m c {3) of methane is 
applied for the initial enrichment of the methane consuming bacterial culture. At this 
relatively high concentration of methane at the location 17 in the surrounding envi- 
ronment at the orifice 9 of the first casing 8, the reaction zone is located in a plane T. 

15 

Fig. 3F shows a measurement corresponding to a measurement as shown in Fig. 3C 
with the same relatively low concentration C CH „ of methane in the surrounding envi- 
ronment at the location 17 outside the media casing 8 as in Fig. 3C. The concentration 
is shown as partial pressure. The concentration of methane decreases from a cancen- 
20 tration PJ3) at the lower face 14 of the first plug 10 through the first plug 10 and 
through the reaction space 15, being reduced to zero percent in a plane below the 
plane T, where the reaction zone is located. 



Correspondingly, the concentration of oxygen in the figure is shown as a partial pres- 
sure P 0 (s). The concentration of oxygen decreases from a concentration P 0 (l) in the 
gas casing 1 1 at an upper face 20 of the second plug 13 through the second plug 13 
and through the reaction space 15 to zero percent in the plane below the plane where 
the reaction zone is located. 

Fig. 3G shows a measurement at the same concentration C cw of methane in the sur- 
rounding environment at the location 17 outside the media casing 8 as in Fig. 3F. The 
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concentration is shown as partial pressure in the figure. The concentration decreases 
from a concentration P m (3) at the lower face 14 of the first plug 10 through the first 
plug 1 0 and through the reaction space 1 5 being reduced to zero percent in the reaction 
zone 18. For this concentration of methane in the surrounding environment at the lo- 
5 cation 17 by the orifice 9 of the first casing 8, the reaction zone 18 is located in the 
plane T, which is the same plane as in Fig. 3E and Fig. 3F. 

Correspondingly, the concentration of oxygen is shown as partial pressure. The con- 
centration of oxygen decreases from a concentration P D (1) in the gas casing 11 at an . 
10 upper face 20 of the second plug 13 through the second plug 13 and through the reac- 
tion space 15 to a certain percentage, but not zero percent, "in the reaction zone 18. 
From the reaction zone 18 and further through the reaction space 15 the concentration 
of oxygen decreases with a less sleep gradient than the gradient from the gas casing to 
the reaction zone. 

15 

Fig. 3F and Fig. 3G shows that the transducer signal, illustrated by the arrows, is inde- 
pendent of the plane in which the reaction zone 18 is located. The transducer signal is 
only dependent on the concentration C 02 of oxygen and the concentration C CH4 of 
methane and of the diffusional characteristics of the sensor components, which are 
20 fixed physical values. 

In the following, the principle for measurements with the microsensor according to the 
invention will be described in further detail referring to the mathematical basis for the 
measurements with the microsensor according to the invention. 

25 

The methane microsensor principle is based on a counter-diffusion principle where 
methane oxidising bacteria in the reaction space consume oxygen from the gas capil- 
lary when the sensor tip is exposed to methane. This oxygen consumption results in a 
lowering of the oxygen tension inside the reaction space, which is sensed by the inter- 
30 nal oxygen microsensor. In contrast to the new calibration method, this procedure 
leads to some scatter due to inaccuracies during gas sampling and storing for subse- 
quent analysis. The response is linear and very stable over time and this fact gives a 
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hint on the detailed functioning of the sensor. IF the response was closely related to 
the physiological state and motility of the methane oxidizing bacteria it might be ex- 
pected to change over time as a function of time dependent changes in the bacterial 
population. But once the signal reaches stability after some days of enrichment the 
5 signal often stays practically on the same level for the Test of its lifetime, which so far 
has been more than 3 months. This can be explained by fig. 3E-3G: as the sensor is 
exposed to a methane partial pressure, P ro c during enrichment the micro-organisms 
multiply, making the methane oxidizing activity more intense, locally depleting the 
oxygen or methane until methane oxidation only can occur in a zone at a distance a 
10 from the gas phase in the gas capillary, a zone whereto both substances are supplied 
by diffusion. The sizes of these diffusional fluxes must match the stochiometry of the 
methane oxidation reaction: 



CH ll + 20 2 -).C0 2 + 2H 2 0 I 

15 

for simplicity ignoring the fraction of carbon from methane that is incorporated into 
biomass. If the bacteria can concentrate their activity into a very narrow zone, the re- 
lationship between the steady-state diffusional fluxes of oxygen and methane in the 
reaction space, J 0 , and J ra , can be described by Fick's 1. law, assuming a one- 
20 dimensional diffusion model of the sensor and for simplicity assuming identical dif- 
fusianal properties in water and silicone rubber: 



U 

25 -C 0 (l) -CJ3) 
-D„- =2--D m - 

a 1-a 

30 where C(l) and C ra (3) are the concentrations of oxygen at position 1 and methane in 
position 3, respectively, and I is the combined length of the diffusion paths, i.e. the 
length of the reaction space plus the lengths of the two silicone membranes. D 0 and 
D arc the diffusion coefficients in the sensor of oxygen and methane, respectively. 
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Using the relationship between concentration (C), solubility (a), and partial pressure 
(P), C = a • P, and substituting this into equation 1 yields: 

D 0 a D -P D (l) D m a m -P m c (3) 

5 = 2 • ■ (2) 

a 1-a 

From simple geometric considerations, the, following relationship is obvious: 

10 P^) = W (3) 
a-p a 

where p is the distance between the gas space and position s and P 0 c (s) is the partial 
15 pressure of oxygen at position s. Position s is the position of the tip of the internal 
oxygen sensor {se fig. 1). Solving equation (2) for a and substituting into equation (3) 
yields the following expression for the partial pressure at the tip af the internal oxygen 
sensor at the end of enrichment: 

20 D m a m p [ P 1 

p= (s)= _ 2 .^J? P^OJ + PcOHl- — («) 

D D a 0 1 I 1 J 

If the sensor after enrichment is exposed to a lower partial pressure of methane, P m (3), 
25 during calibration and measurements, the bacteria might be able to move to a new 
location where both oxygen diffusing front the gas capillary and methane diffusing 
from the sensor tip are completely consumed, or the bacteria are not immediately 
motile and will consume all methane diffusing in fronm the tip in the same zone as 
• where the enrichment took place, whereby not all of the oxygen diffusing front the gas 
30 capillary can be consumed. 

If the cells are perfectly motile and consume all of both oxygen and methane in a new 
position, the situation is equivalent to the enrichment situation yielding the following 
expression for the oxygen partial pressure at the tip of the internal oxygen sensor with 
35 completely motile methane oxidation capacity: 

PdW =-2 • - ■ P J3) + PJCD ' fl - f 1 (5) 

40 D D a D 1 L 1 J 
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If the cells are fixed in the enrichment zone, ihe following expression describes the 
steady-slate fluxes of oxygen and methane. 

(6) 

where J 0 '' 2 and Jp 2 " 3 are the fluxes of oxygen in the zones between the gas phase and 
the enrichment zone, and between the enrichment zone and the sensor tip, respec- 
tively. Using Fick's 1 . law of diffusion and substituting solubilities times partial pres- 
sures for concentrations yields: 

P D (2)-P D (1) -P„(2) -P m {3) 

D o a 0 D 0 a D = 2 • D m a m (7) 

a ! - a 1-a 

From geometrical reasons the following relation exists between the partial pressures of 
oxygen at positions 1 , 2 and s: 

Po(s)-P 0 (l) = Pq(l)-P n (2 ) 

a-p a 

Solving equation (7) far P 0 (2) and substituting into equation (8) yields the following 
expression for a fixed methane oxidation capacity: 

D m a m P f P 1 

p o(s) =_2-^^ ■- -P m (3) + P 0 (l)- 1 (9) 

D„ot 0 1 L 1 J 

Comparing equations (5) and (9) shows that P a (s) is the same whether or not the meth- 
ane oxidation capacity is fixed at the enrichment zone. This may be the explanation 
for the reproducibility of the calibration curves even when the sensor is used under 
varying concentration ranges that might give rise to changes in the position of the ac- 
tive bacterial population. Furthermore, the model predicts the signal to be a linear 
function of the methane at the sensor tip, P m (3) as the signal of the internal oxy- 
gensensor is proportional to P 0 (s). 
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The model presented above describes situations with no oxygen in the external me- 
dium (P D (3) = 0) and it assumes that dlffusivities of oxygen and methane are identical 
in silicone rubber and in aqueous media and that the oxidation zone is infinitely nar- 
row. Furthermore, the oxygen consumption of the internal oxygen microsensor is as- 
sumed to be negligible. Neither of these assumptions are realistic, but a similar but 
more complex mathematical model for a broader oxidation zone still predicts linearity, 
and independence of both the width and the position of the methane oxidation zone is 
predicted for dlffusivities that vary in silicone and aqueous media if the ratio of the 
diffusion coefficients of oxygen and methane is constant throughout the sensor. The 
actual width of the oxidation zone is not resolved here, but as some sensors have a 
linear response up to a methane partial pressure of 1 atmosphere with a reaction space 
length of 150 microns, the width of the methane oxidation zone when the sensor is 
exposed to a methane partial pressure of a fraction of an atmosphere must be only a 
corresponding fraction of the reaction space length or less, assuming a constant spe- 
cific reaction rate. 

Due to the miniaturisation of the sensor, it is almost insensitive to stirring in the sur- 
rounding environment, and is thus well suited for in-situ measurements. 

Fig. 4 is a graphical illustration of a series of experiments investigating the sensitivity 
of the sensor to stirring in the surrounding environment in which the measurement are 
performed. In the experiments the measurements are made in a fluid containing meth- 
ane. The partial pressures of methane in the fluid are shown on the abscissa, the left 
ordinate shows the measured signal, and the right ordinate shows the stirring effect as 
a percentage of the maximal change in signal from 0 to 100% methane. The series of 
points marked 'a' show the signal in non-stirred fluid, the series of points marked 'b' 
show the signal in stirred fluid, and points marked *c' show the effect of stirring. 



The graph shows an increase in the effect of stirring in the range 0 - 0.3 aim. partial 
pressure of methane, while the effect of stirring decreases at higher partial pressures. 
In general, the effect of stirring is below 2% for the experiments. 
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Fig. 5 graphically illustrates the result of a series of experiments investigating the sen- 
sor sensitivity to interference from other substances than methane, namely acetate 
(CH 3 COO0, sulphide (H 2 S), and ammonia (NH 3 ). These substHnces were chosen be- 
cause they occur in sediments and bio-gas reactors, which are some of the main areas 

5 for use of the sensor according to the invention. ThE concentration of acetate, sul- 
phide, and ammonia is shown on the abscissa, and the sensor signal is shown on the 
ordinate. The graph comprises a first upper set of curves corresponding to concentra- 
tions of acetate, sulphide, ammonia at a methane partial pressure of 0 and a lower set 
of curves corresponding to concentrations of acetate, sulphide, and ammonia at a 

10 methane partial pressure of 1 atm. The experiments with acetate and sulphide axe per- 
formed in phosphate (PO,, 3 -) buffer pH 7, while the experiments with ammonia is per- 
formed in a glycine (NH 2 CH 2 COOH) buffer pH 10. 

The graph shows that the sensor sensitivity to interference from the three compounds 
15 is practically zero except for some sensitivity to sulphide at high concentrations. This 
interference can be compensated for using the aforementioned front guard. 



The invention is described in Fig. 1 and Fig. 3A-3G referring to a specific embodi- 
ment of a microsensor. However, the design of the sensor can be different. Further- 
20 more, the experiments illustrated in the graphs should not be considered a exhaustive 
description of the properties of the microsensor. 

The present invention also relates to a microsensor for measuring a substrate in an 
surrounding environment such as a fluid, a gas or a matrix. The microsensor com- 
25 prises a reaction space containing biologically active or catalytic material for con- 
sumption or conversion of the substrate with the concomitant consumption of a cefac- 
lor, a diffusion permeable outer barrier delimiting the reaction space, and a detector of 
the cofactor positioned at a certain distance from the outer barrier, 

30 A sensor of this type is known from Electroanalysis, 1 (1989) 305-309. The reaction 
space in the sensor described there contains an alginate matrix containing bacteria, 
which assimilate C0 2 thereby using oxygen as a cofactor. The reaction space is sur- 
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rounded by a diffusion permeable membrane enclosing the space. The membrane en- 
ables diffusive transport of C0 2 and oxygen into the reaction space. Below the reac- 
tion space a Clark-type polarographic oxygen detector is constructed. The entire 
structure is made on a silica wafer using photo-lithographic processes. 

5 

The concentration of C0 2 in the surrounding environment determines the diffusive 
flux of C0 2 into the reaction space, which in turn determines the oxygen consumption. 
The oxygen consumption in the reaction space reduces the flux of oxygen, which 
likewise diffuses from the surrounding environment through the reaction space down 
10 to the oxygen detector. The signal from the oxygen detector thus decreases with an 
increase in the C0 2 concentration in the surrounding environment 

The known sensor has the disadvantage, however, that both the substrate to be meas- 
ured (CO z ) and the cofactor (OJ have to be present in the surrounding environment to 
15 make a measurement possible. Furthermore, a variation in concentration of the cofac- 
tor in the surrounding environment will cause variations in the signal even if the con- 
centration of the substrate to be measured is unchanged. 

According to the invention as stated in claim 1 1 , these disadvantages are eliminated by 
20 the facts that the reaction space is enclosed in a casing of a non-permeable material 
with an opening in which the outer barrier is placed, that the micro sensor comprises a 
non-permeable second casing adjacent to the reaction space, that the cofactor is pres- 
ent in a reservoir in the second casing, that the second casing has a connecting opening 
between the reservoir and the reaction space, that the connecting opening is located at 
25 a distance from the outer opening, that a diffusion permeable middle barrier is placed 
in the connecting opening, and that the detector is placed in the reaction space or in 
the middle barrier. 

The presence of the cofactor in an internal reservoir in the sensor makes it more uni- 
30 versally applicable as it can measure the substrate in question even in environments 
where the cofactor is not present Furthermore, the sensitivity to variations in the co- 
factor concentration in the surrounding environment is decreased, as the internal co- 
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factor up to a certain limit will supply the main contribution to the reaction in the re- 
action space. Thus the sensor is well suited for in-situ measurements in process reac- 
tors, for instance sewage treatment plants, where there is some variation in the com- 
position of the surrounding environment. A sensor with these characteristics is very 
5 accurate and it can be made with such small dimensions that it can be used for meas- 
urements of gradients in the environments to be analysed. A very high spatial resolu- 
tion in even very steep chemical gradients can be achieved. 

By furnishing the sensor with a encompassing guard casing, as stated in claim 12, and 
1 0 a trap for the cofactor, which allows the substrate to be measured to pass, the sensitiv- 
ity to the presence of the cofactor in the surrounding environment can bE further de- 
creased. This introduces the minor disadvantage that the increased distance of diffu- 
sion for the substrate to be analysed causes the response time of the sensor to increase 
to a certain extent, which, however, is not of great importance in practice. The trap or 
1 5 guard measures for the cofactor can with advantage be chosen as stated in claim 13 or 
14. 

A further stabilisation of the working properties sensor of the sensor can be achieved, 
if the sensor, as stated in claim 15, is furnished with a reservoir or diversion space 
20 which can assimilate surplus cofactor or products of the reaction or conversion from 
the process taking place in the reaction space. The opening to the diversion space will 
to a large extent function as a concentration fix point for the diffusion processes taking 
place in the sensor. Preferable embodiments are stated in claims 16 to 18. 

25 Two preferred embodiments of the sensor are stated in claim 19 and 20. During ex- 
periments with a methane sensitive sensor as stated in claim 20, where the cofactor is 
oxygen, interference from other compounds such as acetate, sulphide, and ammonia 
was investigated. The experiments showed that interference from these compounds is 
negligible, only very high concentrations of sulphide had some effect 

30 

Interference from different pH values in the fluid wherein the measurements were 
made was practically zero and deviated only as a consequence of using different buff- 
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ers and of the different physical properties of these buffers. Results showed an inter- 
ference of less than 4% between measurements at pH 7 and pH 10, respectively. 

The temperature of the environment in which measurements are made will influence 
the measurements to some extent Furthermore, the sensor cannot be used above the 
temperatures at which the chemical or biological components used in the reaction 
space will be inactivated. 

If the cofactor is oxygen, the detector is preferably electrochemical (claim 21), for 
instance the Clark-type oxygen microsensor, but other types such as optical detectors 
(claim 22) may also be applied. Fibre-optical oxygen microsensors are known from 
the literature. 

The various diffusion permeable barriers delimiting the compartments of the micro- 
sensor have the function, among other things, to protect the materials in these spaces 
against desiccation and to prevent their dispersion. The barriers are preferably silica- 
based materials, which have proven to have a suitable permeability to especially gas- 
ses. However, materials, which are permeable to diffusion of ions or polar compounds, 
can be used in combinarion with the use of micro-organisms capable of metabolising 
these ionic/polar compounds in the reaction space. 

Measurements with the sensor can be performed in-situ and can be made within a re- 
sponse time of down to V* minute. Thus the presence of for instance methane in for 
instance a fluid can be measured within a very short time and be measured continu- 
ously over a given period of time. The response time is mainly dependent on the di- 
mensions of the sensor. 

Experiments have shown that the sensor can be minimised to such an extent that the 
sensitivity to stirring is below 2%. Thus the sensor according to the invention has no 
need for stirring. Furthermore, it is possible to produce a methane sensor with a signal, 
which is linear in the range of methane partial pressure from 0 to 1 atm. and with a 
sensitivity down to 0.001 atm. of methane. 
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The sensor according lo the invention is primarily intended for the measurement of 
ethanol, methanol, ammonium and methane in microbial ecology, medicine, and in the 
control of industrial processes, including waste water treatment plants. Industries, pro- 

5 ducing measuring equipment, and industries, producbg organic compounds in fermen- 
tors, are suited areas for the use of the sensor according to the invention. Furthermore, 
the sensor is well suited for use in bio-gas reactors and laboratories. It can be manufac- 
tured in glass using techniques for blowing and pulling glass described in the litera- 
ture, using photolithographic processes, or using other suited processes, for instance 

1 0 those used in the fabrication of micro-mechanical components. 
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CLAIMS 

1. A microsensor for measuring the concentration of a primary substrate in an envi- 
ronment, such as a fluid, a gas or a matrix, which microsensor comprises a first casing 

5 (8) with an opening (9), which opening is in contact with a first barrier (10) and a re- 
action space (15) which borders on the first barrier (10), in which reaction space (15) a 
catalytic material is located, a material intended to catalyse a conversion of the pri- 
mary substrate with the concomitant conversion of a secondary substrate, and which 
microsensor furthermore comprises a transducer (1) for the secondary substrate, which 

1 0 transducer (1 ) is located at a distance (A) from the fust barrier, characterised 
in that the microsensor comprises a second casing (1 1), that the second casing (1 1) is 
supplied with an opening (12) in contact with a second diffusion permeable barrier 
(13), that the second barrier (13) is established at a distance from the first barrier (10) 
so that the reaction space (1 5) is formed in the first casing (8) between the first barrier 

15 (10) and the second barrier (13), and that the second casing (1 1) constitutes a source of 
the secondary substrate, 

2. A microsensor according to claim 1, characterised in that a third casing 
extends around the first casing (7) and is provided with an opening, which abuts a 

20 third barrier arranged at a distance from the first barrier (9). 

3. A microsensor according to claim 1 or 2, characterised in that the reaction 
space (10) contains an environment with chemical or biological components, that the 
second casing (5) contains a secondary substrate, and that the transducer (1) is in- 

25 tended for detennining, by measuring the secondary substrate, the concentration of the 
primary substrate. 

4. A microsensor according to claim 3, characterised in that the reaction space 
(1 0) contains an environment with methane oxidising bacteria, that the second casing 

30 (5) contains atmospheric air, and that the transducer (1) is intended for determining, 
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by measuring the concentration of oxygen in the distance (A) from the first barrier, the 
presence of methane in the medium. 

5. A microsensor according to claim 3, characterised in that the reaction space 
5 (10) contains an environment with ammonia oxidising bacteria, that the second casing 
(5) contains atmospheric air, and that the transducer (1) is intended for detemurung, 
by measuring the concentration of oxygen in the distance (A) from the first barrier, the 
presence of ammonia in the medium. 

10 6. A microsensor according to any one of the preceding claims, characterised 
in that the first barrier (9) and the second barrier (4), alternatively the first, the second 
and the third barrier, are made of silicone. 

7. A microsensor according to any one of the preceding claims, characterised 
15 in that the first casing (7) and the second casing (5), alternatively the first, the second 

and the third casing, are made of glass. 

8. A microsensor according to claim 2, characterised in that the third casing is 
provided with a so-called oxygen front stopper, and that the oxygen front stopper is 

20 chosen among electro-chemical front stoppers and bacteriological front stoppers. 

9. A microsensor according to any one of the preceding claims, characterised 
in that the first casing is provided with a so-called oxygen back stopper, and that the 
oxygen back stopper is chosen among electro-chemical back stoppers and physical 

25 back stoppers. 

10. The use of a microsensor according to any one of the preceding claims for measur- 
ing the presence of a primary substrate in an environment in the shape of a liquid, a 
matrix or a gas. 

30 

11 . A microsensor for measuring the concentration of a substance in an environment 
such as a liquid, a gas or a mntrix, which microsensor comprises: 
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- a reaction space containing biologically active or catalytic material for consuming 
or transforming the substance during concurrence consumption or concurrent trans- 
formation of a co-factor, 

- a diffusion permeable outer barrier for delimitation of the reaction space, and 
5 - a detector for the co-factor placed at a distance from the outer barrier; 

characterised in that the reaction space is made in a diffiusionally tight first 
casing (7) with an entrance opening (8), in which the outer barrier is placed, that the 
microsensor comprises a diffusion impermeable second casing (5), which abuts the 
reaction space, that the co-factor is present in a supply space in the second spacing, 
10 that the second casing (5) has a connection opening (6) between the supply space and 
the reaction space, that the connection opening is arranged at a distance from the en- 
trance opening, that a diffusion permeable middle barrier is placed in the connection 
opening, and that the detector is placed in the reaction space or in the middle barrier. 

15 12. A microsensor according to claim 11, characterised in that the first casing 
is surrounded by a diffusion impermeable shielding casing with a shielding opening, 
in which a diffusion permeable shielding barrier is placed, and that in the shielding 
casing between the shielding barrier and the outer barrier a shielding space is made 
with shielding means to consume the co-factor without consuming the substance. 

20 

13. A microsensor according to claim 12, characterised in that the shielding 
means comprise a materia! comprising micro-organisms. 

14. A microsensor according to claim 12, characterised in that the shielding 
25 means comprise an electrolyte, which is in connection with an electrode. 

15. A microsensor according any one of the preceding claims, characterised 
in that in the first casing a deflection space is made for assimilation of the co-factor or 
possible products from the transformation of the substance with the co-factor, and that 

30 a deflection opening is present between the reaction space and the deflection space, 
and that the deflection opening is arranged at a distance from the entrance opening. 



25 

16. A microsensor according to claim 15, characterised in that a diffusion 
permeable deflection barrier is present in the deflection opening. 

1 7. A microsensor according to claim 15 or 16, characterised in that deflec- 
5 tian means are present in the deflection space for consuming the co-factor. 

18. A microsensor according to claim 17, characterised in that the deflection 
means comprises an electrolyte, -which is in connection with an electrode. 

10 19. A microsensor according to one of claims 11-18, characterised in that the 
reaction space (10) contains methane oxidising bacteria, that the supply space contains 
atmospheric air, and that the detector (1) is designed to detect oxygen. 

20. A microsensor according to one of claims 11 -18, characterised in that the 
15 reaction space (10) contains ammonia oxidising bacteria, that the second casing (5) 

contains atmospheric air, and that the detector (1) is designed to detect oxygen. 

21 . A microsensor according to one of claims 1 1-20, characterised in that tiie 
detector is an electro-chemical detector. 

20 

22. A microsensor according to one of claims 1 1-20, characterised in that the 
detector is an optical detector. 

23. A microsensor according to one of claims 1 1-22, characterised in that the 
25 barriers are made of a material based on silicone. 

24. A microsensor according to one of claims 1 1 -23, characterised in that the 
casings are made of glass. 



30 25. A microsensor according to one of claims 1 1-22, char acteri se d in that his 
made by way of photolithography. 
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